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1 UVOD 
 
1.1 PROBLEMATIKA 
 
Plastika velja za najbolj raznolik in uporabljen material sodobnega sveta. Njena 
proizvodnja je zelo ugodna, zato je prisotna na vseh nivojih našega ţivljenja in nam 
omogoča najrazličnejše tehnološke napredke, o katerih so pred stoletjem le sanjali. 
Zaradi njene velike uporabe in obstojnosti je v zadnjih letih postala velik okoljski 
problem, ki bo v prihodnje postal še večji (Crawford in Quinn, 2017; Potthoff in sod., 
2017). Glede na to, da je plastika izdelana z namenom, da bo obstojna, ne preseneča, da 
jo najdemo tudi v najbolj odmaknjenih območjih sveta (Rehse in sod., 2016). 
Problematika njene obstojnosti je postala še posebej očitna, ko smo začeli odkrivati 
otoke plastičnih odpadkov v oceanih in se srečali z njenimi vplivi na morske organizme 
(Crawford in Quinn, 2017). V zadnjih letih so raziskave ocene vpliva plastike na okolje 
in organizme eksponentno narasle (Potthoff in sod., 2017). Manj pa smo seznanjeni z 
vplivi majhnih plastičnih delcev, t.i. mikroplastike na okolje in organizme. Njen vpliv ni 
viden na prvi pogled, a je enako, če ne še bolj pomemben, kot vpliv makroplastike. 
Glede na to, da je odstranjevanje makroplastike iz okolja zelo teţavno, bi lahko rekli, da 
je to za mikroplastiko praktično nemogoče. Zavedanje in znanje o njenem vplivu ter 
iskanje moţnosti prenehanja njene produkcije oziroma iskanje alternativnih rešitev je 
zato zelo pomembno (Crawford in Quinn, 2017).  
 
Mikroplastika (MP) je lahko namerno izdelana ali se v okolju pojavi kot posledica 
razpada večjih plastičnih predmetov (Gouin in sod., 2015; Jemec Kokalj in sod., 2016; 
Napper in sod., 2015). Namerno izdelana MP se imenuje primarna mikroplastika in se 
uporablja za najrazličnejše namene, med drugim tudi v produktih za osebno nego 
(Gouin in sod., 2015; Medrano in sod., 2015). Mikroplastika, ki se uporablja v 
produktih za osebno nego, se spira preko odtokov. Zaradi njene majhnosti se delci lahko 
izognejo v procesu čiščenja v čistilnih napravah in končajo v jezerih, rekah in morju 
(Crawford in Quinn, 2017). Mikroplastika predstavlja nevarnost za ţive organizme, saj 
jo uţivajo najrazličnejše vrste, od nevretenčarjev kot so planktonski organizmi do 
vretenčarjev kot so veliki sesalci (Crawford in Quinn, 2017; Wagner in sod., 2014). 
Poleg tega lahko MP na svoje površine veţe najrazličnejše onesnaţevalce iz okolja, 
sluţi kot substrat in vektor za ostale organizme ali v okolje sprošča kemikalije, ki se 
uporabljajo ob njeni izdelavi in sproščajo ob njenem razpadu (Crawford in Quinn, 2017; 
Imhof in sod., 2017; Rehse in sod. 2016). Med ekosistemi našega planeta so ekosistemi 
celinskih voda veliko bolj ogroţeni kot kopenski, kjer je upad biodiverzitete kar petkrat 
višji v primerjavi s kopenskim. Eden izmed glavnih dejavnikov upada je ravno 
onesnaţevanje. Številčnost MP delcev lahko doseţe nekaj sto tisoč delcev na kvadratni 
kilometer vodne površine. Njihova usoda pa je zelo slabo poznana. Boljše razumevanje 
vpliva MP na organizme in njihovih interakcij je zelo pomembno za razvoj učinkovitih 
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strategij za varovanje voda, ki so ključni vir obstoja ekosistemov in človeštva (Rehse in 
sod., 2016). 
 
1.2 NAMEN IN CILJI RAZISKOVANJA 
 
Z namenom, da bi bolje razumeli vpliv mikroplastike na organizme, smo v sklopu naše 
raziskave ovrednotili vpliv kozmetične polietilenske mikroplastike na tri izbrane 
organizme, ki so dobro poznani poskusni organizmi in igrajo pomembno vlogo v vodnih 
ekosistemih. Ti so: mala vodna leča (Lemna minor), vodna bolha (Daphnia magna) in 
cebrica (Danio rerio). Cilj raziskave je bil ugotoviti ali ima mikroplastika, ki je bila 
inkubirana v različnih tipih voda (čista rečna voda, onesnaţena rečna voda, voda iz 
čistilne naprave in deponijska izcedna voda), drugačen vpliv na organizme kot čista 
mikroplastika. Zanimalo nas je tudi, če imajo izluţki iz čiste in tretirane plastike vpliv 
na organizme. S tem namenom smo poskusne organizme izpostavili različnim 
koncentracijam MP delcev, njihovih izluţkov in tudi vzorcev vod v akutnih testih in 
gledali vpliv na mobilnost in preţivetje vodnih bolh, razvoj zarodkov rib cebric ter 
inhibicijo rasti in dolţino korenin pri vodni leči.  
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
H1: Izolirana mikroplastika iz kozmetičnega pripravka, t.i. pilinga ne bo imela vpliva na 
vodne bolhe in cebrice, vplivala pa bo na rast korenin male vodne leče. 
 
H2: MP, ki je bila izpostavljena različnim tipom vod, bo imela na izbrane testne 
organizme drugačen vpliv v primerjavi z netretirano MP, koncentracija MP delcev bo 
vplivala na stopnjo strupenosti. 
 
H3: MP izpostavljena deponijski izcedni vodi, vodi iz čistilne naprave ter rečni vodi iz 
mesta bo imela večji vpliv na organizme kot MP izpostavljena rečni vodi iz izvira.  
 
H4: Izluţki iz MP bodo imeli vpliv na organizme. Njihov vpliv se bo razlikoval glede 
na tip vode, v kateri je bila MP inkubirana.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PLASTIKA 
 
Plastika zajema širok spekter materialov, ki se pod visoko temperaturo oblikujejo, 
vlijejo, spredejo ali uporabijo za prevleke in premaze ter se nato utrdijo in zavzamejo 
opredeljene oblike (Gouin in sod., 2015; Thompson in sod., 2009a). Skupna lastnost 
vseh vrst materialov je njihova sestava (Crawford in Quinn, 2017). Sestavljeni so iz 
majhnih podenot, monomerov, ki se v procesu kemične reakcije imenovane 
polimerizacija poveţejo v dolge polimerne verige (Browne in sod., 2007; Gouin in sod., 
2015; Thompson in sod., 2009a; Šprajcer in sod., 2012). Ljudje uporabljamo polimere 
ţe od leta 1600 pr. n. št.. Najprej smo uporabljali naravne polimerne materiale kot je 
roţevina, vosek, naravna guma in smole. Po devetnajstem stoletju pa je nastopil razvoj 
modernih oblik, ki se je še posebej razširil v petdesetih letih dvajsetega stoletja z vsaj 
petnajstimi novo sintetiziranimi polimeri (Andrady in Neal, 2009; Crawford in Quinn, 
2017; Hostler in sod., 1999). Trenutno je večina polimernih materialov pridobljenih in 
proizvedenih iz fosilnih goriv kot sta nafta in zemeljski plin (Cole in sod., 2011; 
Šprajcer in sod., 2012). Poleg polimerov pa se pri proizvodnji plastike dodajajo tudi 
najrazličnejši aditivi za obarvanost, krepitev in proţnost, toplotno in ultravijolično 
stabilizacijo materiala ter zaviralce gorenja (Meeker in sod., 2009; Thompson in sod., 
2009a, 2009b). 
 
Zaradi nepogrešljivih lastnosti, ki jih plastika ponuja, se njena proizvodnja od leta 1950 
vsako leto v povprečju poveča za 10 % (PlasticsEurope, 2007). Plastika je poceni, 
lahka, močna, obstojna, korozijsko odporna z visokimi toplotno in električno 
izolacijskimi lastnostmi ter je zato vključena v skoraj vse nivoje vsakdanjega ţivljenja 
(Andrady in Neal, 2009; PlasticsEurope, 2007; Thompson, 2009b). Leta 1950 je 
svetovna proizvodnja plastike znašala 1,3 milijona ton letno in do leta 2016 narasla na 
335 milijonov ton, od tega v Evropi 60 milijonov ton letno (PlasticsEurope, 2018). 
Plastika je kot material tako priljubljena zaradi različice njenih vrst in oblik (Andrady in 
Neal, 2009; Napper in sod., 2015). Poznamo okrog dvajset različnih skupin plastik, od 
tega pet glavnih skupin, ki se najpogosteje uporabljajo (PlasticsEurope, 2007). To so: 
polietilen (PE) (vključujejo LDPE – polietilen nizke gostote, HDPE – polietilen visoke 
gostote in LLDPE – linearni polietilen nizke gostote), polipropilen (PP), polivinilklorid 
(PVC), polistiren (PS – trden in EPS – razširjen) in polietilen tereftalat (PET) (slika 1) 
(PlasticsEurope, 2007). Raznolikost polimerov in raznolikost njihovih lastnosti je 
prinesla vrsto tehnoloških napredkov, energijskih varčevanj in številnih drugih 
druţbenih koristi (Andrady in Neal, 2009; Thompson, 2009a). Izum plastike zagotovo 
lahko štejemo pod enega največjih doseţkov človeštva, na ţalost pa je plastika postala 
tudi predmet velike okoljske skrbi in izzivov (Barnes in sod., 2009; Cole in sod., 2011; 
Crawford in Quinn, 2017). 
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Slika 1: Prikaz povpraševanja EU po plastičnih materialih v letu 2006 (v %). Kratice predstavljajo 
polietilen nizke gostote (LDPE), linearni polietilen nizke gostote (LLDPE), polietilen visoke gostote 
(HDPE), polipropilen (PP), polivinilklorid (PVC), polistiren (PS - trden in EPS - razširjen), polietilen 
tereftalat (PET) in poliuretan (PUR) (povzeto po PlasticsEurope, 2008).  
 
Skupaj z rastjo proizvodnje plastike narašča tudi njena količina v okolju (Carr in sod., 
2016). Obstojnost, povišana in netrajnostna raba, slaba stopnja predelave ter neustrezno 
ravnanje z odpadki povzročajo obseţno kopičenje plastike v kopenskih in vodnih 
habitatih (Browne in sod., 2007; Gouin in sod., 2015; Wagner in sod., 2014; Thompson 
in sod., 2009a). Poleg mnogih človeških vplivov na ekosisteme je kopičenje plastičnih 
odpadkov eden bolj očitnih vzhajajočih globalnih problemov (Wagner in sod., 2014). 
Nekaj plastike se reciklira, vendar je še vedno precejšen deleţ odvrţen na odlagališča 
(Cole in sod., 2011; Thompson in sod., 2009a). Med leti 1970 in 2003 je plastika 
postala ena najhitreje rastočih komunalnih odpadkov s kar devetkratno rastjo 
(Sutherland in sod., 2010). Od celotne proizvedene plastike letno, je kar 33 % 
namenjene za enkratno uporabo, kar pomeni, da bo v najmanj dvanajstih mesecih po 
proizvodnji končala v okolju (Crawford in Quinn, 2017). Plastičen odpadek v naravi 
predstavlja tujek, saj je narejen iz umetno sintetiziranih polimerov, ki se sami po sebi v 
naravi ne pojavljajo, zato narava nanje ni bila prilagojena (Šprajcer in sod., 2012). Poleg 
tega je čas morebitne razgradnje plastike v naravnem okolju popolnoma neznan in se v 
najboljših ugibanjih meri v stoletjih. Počasna razgradnja pa še ne pomeni, da polimeri in 
aditivi niso aktivni (Moore, 2008). Plastični odpadki se običajno razvrščajo glede na 
njihove velikostne razrede (Gouin in sod., 2015). Najbolj enostavna klasifikacija deli 
plastične delce na makro- in mikroplastiko (Moore, 2008). 
 
2.2 MIKROPLASTIKA 
 
S pojmom MP označujemo plastične delce, ki so po svoji najdaljši dimenziji manjši od 
5 mm in večji od 1 µm (Crawford in Quinn, 2017). MP delci izhajajo posredno iz 
fragmentacije večjih plastičnih delcev (sekundarna MP) ali neposredno iz uporabe MP 
delcev (primarna MP) (Gouin in sod., 2015; Jemec Kokalj in sod., 2016; Medrano in 
Drugi 
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sod., 2015; Napper in sod., 2015). Sekundarna MP nastaja zaradi vpliva različnih 
okoljskih abiotskih in biotskih dejavnikov, ki med drugim vključujejo vpliv 
ultravijoličnega sevanja, fizikalnih sil in biološke razgradnje, ki povzročajo razpad 
večjih plastičnih materialov (Jemec Kokalj in sod., 2016; Kalčíková in sod., 2017a; 
Potthoff in sod., 2017). Vir primarnih MP delcev je namenska proizvodnja majhnih 
plastičnih delcev (Medrano in sod., 2015). Najdemo jo v kozmetičnih produktih za 
osebno nego, kot so mila, losjoni, šamponi, obrazni in telesni pilingi, sončne kreme in 
zobne paste (Jemec Kokalj in sod., 2016; Juliano in Magrini, 2017; Kalčíková in sod., 
2017a; Napper in sod., 2015) ter kot surovino za proizvodnjo večjih plastik ali 
abrazijsko sredstvo v industriji (Kalčíková in sod., 2017b; Rehse in sod., 2016, 
Sutherland in sod., 2010).  
 
Vsakodnevna uporaba kozmetičnih proizvodov v okolje neposredno sprosti velike 
količine MP (Carr in sod., 2016; Kalčíková in sod., 2017a). Posebno skrb pa vzbujajo 
tudi zato, ker njihov bioakumulacijski potencial z manjšanjem njihove velikosti narašča 
(Wagner in sod., 2014). MP se nalaga v prehranjevalnih verigah, saj jo lahko zauţijejo 
najrazličnejši organizmi, od planktona do sesalcev (Wagner in sod., 2014). Poleg tega 
plastika vsebuje najrazličnejše aditive in ima zmoţnost koncentriranja onesnaţil iz 
okolja, ki jih veţe na svojo površino (Kalčíková in sod., 2017a; Wagner in sod., 2014). 
Kljub temu, da je letna proizvodnja plastike dobro poznana, pa je deleţ plastike, ki kot 
primarna ali sekundarna MP konča v okolju, slabo poznana (Gouin in sod., 2015).  
 
2.2.1 Primarna mikroplastika 
 
Ovrednotenje primarnih izvorov MP bi pripomoglo k večjemu poznavanju in 
ozaveščenosti njihovega relativnega prispevka k problematiki plastičnih odpadkov 
(Gouin in sod., 2015). Gouin in sod., 2015 so iz Euromonitor International podatkov 
ocenili, da v letu 2012 6 % vseh tekočih mil vsebuje MP delce in da 0,6 % volumna 
posameznega produkta za čiščenje koţe predstavljajo MP delci. Za ZDA je ocenjeno, da 
posameznik v povprečju preko produktov za osebno nego v okolje sprosti 2,4 mg PE 
MP, kar letno znese 263 ton PE MP na ZDA (Crawford in Quinn, 2017; Gouin in sod., 
2011). V Evropi naj bi letno v morje izpustili od 80,042 do 218,662 ton primarne MP, 
od tega je 3,2–4,1 % MP, ki prihaja iz produktov za osebno nego (Crawford in Quinn, 
2017; Sherrington in sod., 2016). Kalčíková in sod. (2017b) so podali oceno dnevnega 
izpusta MP delcev iz produktov za osebno nego (produkti za obrazno in telesno 
čiščenje, piling) v kanalizacijski sistem. Dnevni izpust na prebivalca mesta Ljubljana 
naj bi znašal 15,2 mg MP delcev. 
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2.2.2 Polietilenska mikroplastika 
 
Polietilen je polimer z nizko gostoto in se v produktih za osebno nego uporablja kot 
sredstvo za čiščenje in piling (Crawford in Quinn, 2017; Gouin in sod., 2015; Wagner in 
sod., 2014). Je prevladujoč tip plastičnega materiala, ki se uporablja v produktih za 
čiščenje koţe (Gouin in sod., 2015). Okrog 93 % MP delcev, ki se uporabljajo v 
produktih za osebno nego, je narejenih iz PE s skupno količino 4073 ton v drţavah 
Evropske Unije, Norveške in Švice v enem letu (Gouin in sod., 2015; Juliano in 
Magrini, 2017). MP delce v kozmetiki pa lahko sestavljajo tudi polipropilen (PP), 
polietilen tereftalat (PET), polimetil metakrilat in najlon, njihova skupna količina v 
omenjenih drţavah pa znaša skupno 287 ton letno (Gouin in sod., 2015; Napper in sod., 
2015). V raziskavi beleţenja MP v štirih velikih evropskih rekah (Ren, Dalelven, 
Donava in Pad) so odkrili, da je PE najpogosteje prisotna oblika materiala v vseh štirih 
rekah (SFRA0025, 2015). 
 
2.3 VPLIV PLASTIKE V OKOLJU 
 
Odsluţena in zavrţena plastika onesnaţuje kopenske in vodne ekosisteme (Thompson 
in sod., 2009b). Najdemo jo vse od ekvatorja do polov, od urbanih okolij do najbolj 
nedostopnih habitatov kot so globokomorske vode in gore (Kalčíková in sod., 2017b; 
Thompson in sod., 2009a, 2009b). Glede na to, da so oceani navzdol in dolvodno od 
praktično povsod, kjer bivamo ljudje, plastične odpadke prej ali slej odpihne in odplavi 
v morja (Moore, 2008). V raziskavah se znanstveniki zato osredotočajo predvsem na 
kopičenje in problematiko plastičnih odpadkov v morskih habitatih, saj je vpliv tam 
najbolj očiten (Thompson in sod., 2009a). Trenutno je v morju pribliţno 150 milijonov 
ton plastike, vsako leto pa tja zaide novih 8 milijonov ton, kar je pribliţno enako kot bi 
vsako minuto v morje odvrgli 15 ton plastike (Crawford in Quinn, 2017). V okolju ima 
plastika estetske vplive v turizmu ter s poškodbo opreme predstavlja nevarnost za 
morsko industrijo (npr. ladijski promet, ribištvo, proizvodnjo energije in ribogojništvo) 
(Cole in sod., 2011). Poleg tega ima zelo pomemben in velik vpliv na okolje: (1) 
organizmi se v plastiko zapletajo, kar vodi v poškodbe, zadušitve, utapljanje in 
zmanjšano učinkovitost hranjenja; (2) uţivajo plastične predmete, ki spominjajo na 
hrano po njihovi velikosti ali teţi; (3) plastika z dolgo ţivljenjsko dobo, ki se počasi 
premika po morju, sluţi kot substrat za premikanje najrazličnejših vrst, tudi invazivnih; 
(4) manjši plastični delci so viri in oddajniki obstojnih organskih onesnaţeval in kovin, 
ki jih lahko zauţijejo najrazličnejši organizmi; (5) veliko plastike tudi potone na morsko 
dno, kjer lahko vpliva na sestavo tal, izmenjavo plinov ter moti ţivljenje tamkajšnjih 
organizmov; (6) morski odpadki ogroţajo obalne organizme s prekrivanjem in 
uničevanjem habitatov (Cole in sod., 2011; Imhof in sod., 2017; Moore, 2008). Najbolj 
zaskrbljujoče pa so verjetno ocene, ki kaţejo, da bo do leta 2050 po masi v morju več 
plastike kot rib (Crawford in Quinn, 2017; Neufeld in sod., 2016).  
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Slika 2: Prikaz problematik, ki jih prinašajo večji kosi plastike. Slika A prikazuje obseţne količine 
plastike v okolju (https://pixabay.com/en/pollution-drina-plastic-waste-203737/, pridobljeno 3. 7. 2018). 
Slika B prikazuje posledice prehranjevanja z večjimi plastičnimi kosi, mrtvega mladiča Laysanskega 
albatrosa (Phoebastria immutabilis) (Young in sod., 2009). 
 
Raziskave vplivov plastičnih odpadkov na okolje so v zadnjih letih pridobile novo 
dimenzijo na račun preučevanja MP in njenih vplivov tako na vodne kot tudi kopenske 
ekosisteme (Rocha-Santos in Duarte, 2015). Znanje o interakcijah med MP in bioto je 
nujno za oceno njenega vpliva na okolje (Potthoff in sod., 2017). 
 
Večje plastične delce (>5mm) uţivajo najrazličnejše vrste, kot so ribe, ţelve, ptice in 
kiti (Browne in sod., 2007; Mato in sod., 2001). MP je zaradi njene velikosti dostopna 
organizmom na vseh ravneh prehranjevalne verige, tudi planktonskim organizmom 
(Browne in sod., 2007; Cole in sod., 2011; Thompson in sod., 2009a). Uţivanje MP 
lahko tako uvede strupe na začetek prehranjevalne verige, od koder predstavlja 
potencial za njihovo bioakumulacijo (Cole in sod., 2011; Sutherland in sod., 2010). 
Fizikalno–kemijske lastnosti MP kot so velikost, oblika, gostota in kemijska sestava 
vplivajo na njihov prenos in dostopnost v okolju (Browne in sod., 2007; Rocha-Santos 
in Duarte 2015). Ti parametri določajo poloţaj delcev v vodnem stolpcu in s tem 
njihovo dostopnost za določeno vrsto organizmov. Delci z nizko gostoto načeloma 
plavajo in so dostopni filtratorjem ali organizmom, ki se hranijo s planktonom (Browne 
in sod., 2007). Na njihov poloţaj v vodnem stolpcu vplivajo tudi vodni tokovi in 
obraščajoči organizmi, ki povzročijo, da se delci potopijo (Browne in sod., 2007; Cole 
in sod., 2011). Delci z visoko gostoto navadno potonejo in se naberejo v sedimentih, 
kjer jih zauţijejo bentoški organizmi (Browne in sod., 2007). Poleg neţelenih učinkov 
uţivanja same MP lahko pride do neţelenih učinkov tudi zaradi potencialnega izpiranja 
njenih strupenih sestavnih elementov, vezave različnih snovi in elementov iz okolja in 
njihovega izpiranja kot tudi naseljevanja organizmov na njeno površino (tvorba 
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biofilmov) (Cole in sod., 2011). Kemijske substance, ki jih plastika nosi, lahko 
razdelimo v dve skupini: (1) kemikalije in kovine, ki se veţejo na plastične delce iz 
okolja in (2) aditive, monomere in oligomere, ki se dodajajo plastiki med njeno 
proizvodnjo (Imhof in sod, 2017; Mato in sod., 2001; Teuten in sod., 2009). 
 
2.3.1 Izločanje kemikalij iz plastike 
 
Po daljšem obdobju izpostavljenosti soncu in UV ţarkom se začne proces foto-
degradacije, ob čemer se vezi med polimeri začnejo cepiti (Andrady in sod., 2009; 
Browne in sod., 2007; Cole in sod., 2011). Ob tem se v okolje začnejo sproščati 
potencialno nevarne kemikalije iz plastike (Cole in sod., 2011; Teuten in sod., 2009).  
 
Dokazano je, da različne vrste vretenčarjev in nevretenčarjev uţivajo in kopičijo 
plastične odpadke. Polimeri kot so PVC, polistiren in polikarbonat izločajo strupene 
monomere, ki jih povezujemo z rakom in reproduktivnimi teţavami nevretenčarjev, 
glodavcev in ljudi. Monomeri pa niso edine kemikalije, ki se ob zauţitju potencialno 
prenesejo iz plastike v organizem (Browne in sod., 2007). Med proizvodnjo se 
plastičnim produktom dodajajo tudi najrazličnejši aditivi (Browne in sod., 2007; 
Thompson in sod., 2009b). Polimeri, ki sestavljajo plastiko, imajo tridimenzionalno 
strukturo, v kateri so ti aditivi razpršeni (Teuten in sod., 2009). Premer por med 
polimeri in velikost aditiva vplivajo kako hitro bo aditiv lahko uhajal (Teuten in sod., 
2009). Na sprostitveni potencial kemikalij iz plastike pa vpliva tudi okolje. Sprostitev je 
odvisna od razgradnega potenciala, pH in ionske jakosti okolja (Teuten in sod,, 2009). 
Plastika naj bi v morje sprostila med 35 in 917 ton aditivov vsako leto (Suhrhoff in 
Scholz-Bӧttcher, 2015). 
 
Aditivi, ki so še posebej zaskrbljujoči so: ftalati, bisfenol A, polibrominirani difenil etri, 
formaldehid, acetaldehid in protimikrobna sredstva (Lithner in sod., 2012; Teuten in 
sod., 2009; Thompson in sod., 2009b). Dokazano je, da ftalati in bisfenol A vplivajo na 
signalne poti v organizmih (Teuten in sod., 2009). Poleg dodanih kemikalij ob 
proizvodnji pa plastika lahko na svoje površine veţe tudi določene kemične substance, 
kar bomo razloţili v naslednjem poglavju (Thompson in sod., 2009a).  
 
2.3.2 Vezava kemikalij iz okolja 
 
Zaradi velikega razmerja med površino in volumnom imajo MP delci večji potencial za 
prenos onesnaţil, saj njihova oblika zagotavlja večjo površino, s katero lahko 
interagirajo z ostalimi molekulami in tako na svoji površini kopičijo okoljska 
onesnaţevala in ostale molekule (Browne in sod., 2007; Wagner in sod., 2014). Plastika 
zato sluţi kot vektor za laţji prenos kemikalij (Browne in sod., 2007). Poleg tega 
koncentracije onesnaţeval na površini postanejo veliko višje kot tiste v okolju, imajo 
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zmoţnost bioakumulacije ter lahko prehajajo tudi od matere na potomstvo (Crawford in 
Quinn, 2017). 
 
Hidrofobni organski onesnaţevalci imajo veliko afiniteto za vezavo na plastične delce v 
primerjavi z vezavo na naravne materiale (Teuten in sod., 2009). Obseg in stopnja 
vezave in razvezave hidrofobnih organskih onesnaţevalcev je odvisna od lastnosti 
vezavnega medija (sorbenta) organskega onesnaţevalca, pH in temperature okolja 
(Teuten in sod., 2009). Poleg organskih onesnaţevalcev je znano, da se na MP delce 
veţejo tudi kovine (Imhof in sod., 2017). Različni polimeri, iz katerih so plastike 
narejene imajo različne površinske lastnosti in posledično različne afinitete za 
onesnaţevalce (Mato in sod., 2001). Ocenjeno je, da je v okolju več kot 40.000 
onesnaţevalcev, ki vzbujajo skrb, od tega v morskih okoljih na območju Evrope več kot 
700 onesnaţevalcev ali njihovih metabolitov (Halden, 2015; Geissen in sod., 2015). 
 
2.3.3 Obraščanje MP 
 
Poleg kompleksne mešanice kemikalij v plastiki in vnosa onesnaţevalcev iz okolja ob 
njenem zauţitju skrb vzbuja tudi vloga MP kot vektorja za organizme in patogene, ki 
ustvarjajo biofilme na MP delcih (Wagner in sod., 2014). Ob sprostitvi plastičnih delcev 
v vodno okolje se na njeni površini takoj začno ustvarjati anorganski in organski sloji 
(Rummel in sod., 2017). Nastanek biofilma je prva interakcija, ki se zgodi z ţivimi 
organizmi iz okolja (Rummel in sod., 2017). Neenakomerna površina plastičnih delcev 
predstavlja habitat filogenetsko in funkcionalno različnim kolonijam organizmov, kot so 
bakterije, alge, praţivali in glive (Napper in sod., 2015; Rummel in sod., 2017). Ta 
proces se navadno zgodi ţe v nekaj minutah oziroma urah (Rummel in sod., 2017). 
Obraščanje s primarnimi biofilmi pa nadalje omogoča kolonizacijo tudi večjim 
organizmom kot so nevretenčarji (Cole in sod., 2011). 
 
Kar nekaj mikrobnih zdruţb, ki naseljujejo MP delce, so bakterije, ki razgrajujejo 
ogljikovodike in so potencialno vključene v fragmentacijo in razgradnjo plastičnih 
delcev. Plastika lahko sluţi kot vektor za patogene, ki vplivajo na neoporečnost vode 
(Wagner in sod., 2014). Dejstvo, da se mikrobne zdruţbe na MP razlikujejo od okolice, 
namiguje, da MP sluţi kot nekakšen nov habitat (Wagner in sod., 2014). Ţivljenje v 
biofilmu ponuja različne prednosti pri strategijah preţivetja in tekmovanja, od 
horizontalne genske izmenjave med organizmi in kopičenja hranil do zaščite pred 
snovmi iz okolja in izsuševanjem (Rummel in sod., 2017). Površina, oblika površine ali 
hrapavost, površinski naboj in gostota delca se ob nastanku biofilma spremenijo, poleg 
tega ti parametri vplivajo tudi na interakcije med MP in mikroorganizmi (Cole in sod., 
2011; Potthoff in sod., 2017; Rummel in sod., 2017). Po našem vedenju je v literaturi 
zelo malo podatkov o tem, kako obraščanje MP vpliva na njihovo potencialno 
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strupenost za vodne organizme. V naši raziskavi smo se osredotočili na vpliv PE MP, 
MP inkubirane v različnih vodnih vzorcih in MP izluţkov na izbrane vodne organizme. 
 
2.4 VZORCI VOD 
 
V raziskavi smo uporabili štiri različne tipe vod, s čimer smo ţeleli raziskati vpliv 
različnih vodnih virov na vezavo onesnaţeval in nastanek biofilmov ter njihov kasnejši 
vpliv na vodne organizme. Dva vzorca smo odvzeli iz reke Ljubljanice, na njenem 
izviru na Vrhniki in v centru mesta Ljubljana, v predelu imenovanem Prule. Druga dva 
vzorca sta bili odpadni vodi, ena iz čistilne naprave in druga izcedna voda iz deponije. 
Za odpadne vode je predvsem znano, da vsebujejo velike količine organskih in 
anorganskih snovi (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). Deponijske izcedne vode so zelo 
onesnaţene odplake, katerih sestava se razlikuje glede na tip odlagališča. K strupenosti 
takšnih vod prispeva bazičnost, amonij, kalij, kalcij, magnezij, natrij, teţke kovine, 
raztopljene organske komponente in ksenobiotske organske komponente (Clément in 
Merlin, 1995; Kjeldsen in sod., 2010). Največji potencialni vpliv izcednih vod je 
onesnaţevanje podtalne in površinske vode (Kjeldsen in sod., 2010). Zanimalo nas je, 
če bo MP inkubirana v različno onesnaţenih tipih vod imela drugačen vpliv na 
preučevane organizme. 
 
Vsak vzorec vode smo analizirali in mu določili vsebnost dušika v amonijaku, nitritu in 
nitratu, vsebnost fosforja, klorida, celotno koncentracijo organskega ogljika (TOC) in 
število mikroorganizemskih kolonij ter s tem posredno določili stopnjo onesnaţenja 
izbranih vzorcev vod. Dušik v različnih oblikah kaţe na onesnaţenje. Organski dušik se 
pretvarja v amonij, ki se nato postopoma oksidira v nitrit in nitrat. Spodnja enačba 
prikazuje opisane reakcije iz organsko vezanega dušika v nitrat (Ţgajnar Gotvajn in 
sod., 2017).  
 
Organski N   NH4
+
   NO2
-
  NO3
-
 
 
Amonij je strupen za številne vodne organizme in kaţe na sveţe onesnaţenje voda, 
medtem ko nitrat kaţe na starejše onesnaţenje. Dušik poleg fosforja vpliva tudi na 
evtrofikacijo vod. Fosfati v vode prehajajo načeloma iz treh virov: preko čistilnih 
sredstev, kot gnojilo iz kmetijstva ali nastajajo pri bioloških procesih. Z merjenjem 
celotne koncentracije ogljika ovrednotimo organsko onesnaţenje vod. Klorid 
predstavlja enega glavnih anionov v vodi in v večjih količinah zmanjšuje učinek 
biološkega čiščenja (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). 
 
Z analizami vod smo ugotovili trenutno stanje in količino preučevanih kemijskih snovi 
v vodi, s testnimi vodnimi organizmi pa smo nato določili še njihov vpliv na izbrane 
organizme. 
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2.5 POSKUSNI ORGANIZMI 
 
V raziskavi smo uporabili tri testne organizme: malo vodno lečo (Lemna minor), vodno 
bolho (Daphnia magna) in cebrico (Danio rerio), s katerimi smo opravili akutne teste 
strupenosti. Vsi omenjeni testni sistemi se pogosto uporabljajo v testih strupenosti. 
Njihovi protokoli in postopki so mednarodno standardizirani in predpisani tudi s strani 
EU kemijske zakonodaje Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of 
Chemicals (REACH) (Regulation EC 1907/2006, 2006). 
 
2.5.1 Vodna bolha (Daphnia magna) 
 
Vodne bolhe so planktonski raki, ki spadajo v razred Branchiopoda, podrazred 
Phyllopoda in red Cladocera. Njihovo telo je zaprto z nekalcificirano lupino, sestavljeno 
iz hitina, imenovano karapaks (Ebert, 2005). V redu Cladocera le redki predstavniki 
doseţejo velikosti več milimetrov (Gaberščik, 2003). Imajo do 10 parov izrastkov: 
antenule, antene, maksile, mandibule in 5-6 parov okončin na trupu. Večinoma so 
pelagični organizmi, ki se prehranjujejo s filtracijo. Črevo je sestavljeno iz treh delov: 
poţiralnik, srednje in zadnje črevo. V sprednjem delu znaša pH med 6 in 6,8, v zadnjem 
pa med 6,6 in 7,2. Hrano zbirajo s pomočjo sploščenih, listastih nog, imenovanih 
filopodiji, ki proizvajajo vodni tok za filtrirni aparat. Čeprav je filtrirni aparat tako 
učinkovit, da lahko filtrira celo bakterije, hrano navadno sestavljajo planktonske alge. 
Velikost mreţe filtrirnega aparata D. magne znaša 0,24 do 0,64 µm, razdalje med 
posameznimi setulami pa se gibljejo med 0,3 in 0,8 µm. Velikost hrane D. magne se 
zato načeloma giblje med 0,6 in 40 µm, večji posamezniki pa uţivajo delce tudi večje 
od 70 µm  (Ebert, 2005; Geller in Müller, 1981). 
  
Rod Daphnia vključuje več kot sto različnih vrst, ki jih najdemo na vseh kontinentih v 
vseh podnebnih pasovih, najbolj razširjene in raznolike pa so v zmernem pasu (Jemec 
Kokalj in sod., 2016; Ebert, 2005). Naseljujejo večinoma vse tipe stoječih voda, razen 
ekstremnih kot so vroči vrelci (Ebert, 2005). So ena izmed prevladujočih skupin 
zooplanktona na svetu in predstavljajo bistven del prehranjevalne verige v jezerih in 
ribnikih (Benzie, 2005; Jemec Kokalj in sod., 2016). Glede na način ţivljenja jih lahko 
ločimo na bentoške in planktonske (Gaberščik, 2003). Bentoške vrste so vezane na 
podlago, kjer se prehranjujejo s strganjem organskega drobirja  podlage. Planktonske 
vrste plavajo med rastlinjem in se prehranjujejo z rastlinsko hrano in drobirjem 
(Gaberščik, 2003). 
 
Vodne bolhe iz rodu Daphnia imajo dva reprodukcijska cikla – spolni in nespolni 
(Ebert, 2005). Najpogostejši način je nespolno razmnoţevanje z neoplojenimi jajci 
(partenogeneza) (Ebert, 2005; Gaberščik, 2003). Pri nespolnem razmnoţevanju samica 
po vsaki levitvi proizvede skupek diploidnih jajčec v svojem valilniku. Iz neoplojenih, 
 
Puntar B. Vpliv obraščene mikroplastike na izbrane vodne organizme.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018  
12 
 
diploidnih jajčec se razvijejo le samice, ki so po štirih do šestih juvenilnih stadijih 
sposobne proizvajati lastna neoplojena jajčeca (Ebert, 2005; Gaberščik, 2003). Odrasla 
samica lahko proizvede skupek jajčec vsake tri do štiri dni vse do svoje smrti. Pri vrsti 
Daphnia magna lahko velikost skupka znaša tudi več kot 100 jajčec. Druga oblika 
razmnoţevanja je spolna in vključuje fazo mirovanja (Ebert, 2005). Spolni način 
razmnoţevanja je sproţen, ko se razmere v okolju poslabšajo: velika gostota populacije, 
pomanjkanje hrane, niţje temperature in krajši dan. Takrat se iz neoplojenih jajčec 
razvijejo samci, ki oplodijo samice (Ebert, 2005; Gaberščik, 2003). Jajčeca spolnega 
razmnoţevalnega cikla so drugačna, zapakirana so v zaščitni ovoj, ki je ponavadi močno 
melaniziran (Ebert, 2005; Gaberščik, 2003). Ta ovoj skupaj z jajcem tvori strukturo 
imenovano efipij ali sedelce (Ebert, 2005). Jajca lahko v takem ovoju mirujejo in 
preţivijo neugodne razmere kot so mrzle zime ali sušna poletja, hkrati jih raznašajo ptiči 
v druge mlake in s tem omogočajo genetsko izmenjavo med organizmi (Ebert, 2005; 
Gaberščik, 2003). 
 
Vodne bolhe so najpogosteje uporabljeni testni organizmi, k čemur nedvomno 
pripomore tudi standardizacija protokola za testiranje (ISO 6341, 1996). 
 
 
Slika 3: Vodna bolha (Daphnia magna). Slike so pridobljene s stereo mikroskopom (Leica MZ FLIII, 
Germany, kamera: Leica DFC425 C, programska oprema: LAS V4.0). 
 
2.5.2 Mala vodna leča (Lemna minor) 
 
Vodne leče zajemajo skupino makrofitskih kritosemenk iz druţine vodolečevk, 
Lemnaceae (Lewis, 1995; Wuncheng, 1990). Druţina vključuje pribliţno 40 vrst vodnih 
leč po vsem svetu, od tropskega do zmernega pasu, od pretočnih vod do lijakastih ustij 
(estuarjev) (Wuncheng, 1990). Predstavljajo hrano nekaterim ribam in ţivljenjski 
prostor mnogim vrstam, zato so pomembne rastline vodnih ekosistemov (Kalčíková in 
sod., 2017a). Dragocene lastnosti druţine so majhnost, hitra rast in relativno enostavna 
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struktura (Hillman, 1961). V testih jih uporabljajo za določanje fitotoksičnih učinkov 
različnih kemikalij, izluţkov in izcednih vod (Lewis, 1995). 
  
Rod vodnih leč Lemna predstavlja načeloma plavajoče vrste, ki niso pritrjene na 
substrat (Lewis, 1995). Sestavljene so iz dveh delov: listov in korenin (Wuncheng, 
1990). Rastline imajo ploščate, ovalne liste in eno korenino (Hillman, 1961; Wuncheng, 
1990). Rastejo izredno hitro (podvojitveni čas: 1-4 dni) ter tvorijo debelo plast na 
površini vode, ki omogoča dominanco ene vrste na določenem območju (Lewis, 1995; 
Wuncheng, 1990). Razmnoţujejo se načeloma vegetativno s formacijo novih dveh 
listov na mestu, kjer izvorni rastlini izhajajo korenine (Hillman, 1961). So kolonijske 
vrste in tvorijo agregate iz dveh ali več listov v koloniji (Wuncheng, 1990). 
 
Lemna minor je kozmopolitska vrsta, kar pomeni, da uspeva po celem svetu (Hillman, 
1961). Je majhna in meri 2-4 mm čez liste. Njen podvojitveni čas rasti znaša pribliţno 
1,4 dni, kar je ena izmed lastnosti, zaradi katerih je postala popularen testni organizem 
(Wuncheng, 1990). Njene korenine merijo manj kot 0,5 mm v širino, njihova dolţina pa 
se razlikuje glede na okoljske razmere (Hillman, 1961). Je zelo pogost testni organizem, 
katerega protokol je mednarodno standardiziran (ISO 20079, 2005). 
 
 
Slika 4: Mala vodna leča (Lemna minor). Slike so pridobljene s stereo mikroskopom (Leica MZ FLIII, 
Germany, kamera: Leica DFC425 C, programska oprema: LAS V4.0). 
 
2.5.3 Cebrica (Danio rerio) 
 
Ribe predstavljajo pomemben del vodne prehranjevalne verige. So potrošniki na 
visokem trofičnem nivoju, velikokrat končni potrošniki, zato predstavljajo pomembne 
testne organizme, katerih protokoli so mednarodno standardizirani (ISO 15088, 2007).  
 
Cebrice, Danio rerio skupaj s krapom in zlato ribico spadajo v druţino krapovcev 
(Cyprinidae) in razred kostnic (Osteichthyes) (van der Sar in sod., 2004; ISO 15088, 
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2007). V slovenskem jeziku jih pogosto imenujemo tudi zebrice, vendar terminologija 
ni poenotena (Jemec.Kokalj, osebno sporočilo). Razširjene so po juţni in jugovzhodni 
Aziji, predvsem v Indiji, Pakistanu in Butanu. So majhne, veliko število jih lahko ţivi v 
ujetništvu, so poceni in enostavne za gojenje in se razmnoţujejo vse leto, zato so 
odličen modelni organizem za preučevanje vretenčarjev (Spence in sod., 2008; van der 
Sar in sod., 2004).  
 
Drstijo se lahko vsaka dva do tri dni, samice lahko izleţejo tudi do 200 jajčec na teden 
(Spence in sod., 2008; van der Sar in sod., 2004). Generacijski čas je kratek in traja od 
tri do štiri mesece. V primerjavi z ostalimi ribami imajo kar velika jajčeca, ki ob 
oploditvi merijo okrog 0,7 mm v premeru (Spence in sod., 2008). Jajčeca in zarodki so 
prvih par dni razvoja prozorni, zato so zelo enostavni in primerni za opazovanje pod 
lupo. Razvoj je hiter, ţe v prvih 24 urah je moţno opazovati, kako se iz oplojenega 
jajčeca razvije riba prepoznavne oblike (Spence in sod., 2008; van der Sar in sod., 
2004). Do tretjega dneva so vsi pomembni organi razviti in zarodki se izleţejo. Velikost 
odraslih osebkov ne presega 4 cm (van der Sar in sod., 2004). 
 
   
24 h 48 h 72 h 
Slika 5: Prikaz razvoja zarodka ribe cebrice od 24 h do 72 h po nastavitvi poskusa. Slike so pridobljene s 
stereo mikroskopom (Leica MZ FLIII, Germany, kamera: Leica DFC425 C, programska oprema: LAS 
V4.0).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 IZOLACIJA MIKROPLASTIKE 
 
Mikroplastične delce smo pridobili iz komercialnega sredstva za čiščenje obraza (t.i. 
piling) znemke Manava, ki je dostopen v trgovinah po Sloveniji. MP delci so bili 
ekstrahirani na Oddelku za kemijsko inţenirstvo in tehniško varnost, Katedre za 
kemijsko procesno, okoljsko in biokemijsko inţenirstvo, Fakultete za kemijo in 
kemijsko tehnologijo, Univerze v Ljubljani (FKKT) in shranjeni v stekleni čaši, prekriti 
s parafilmom ter spravljeni v omari na sobni temperaturi. Plastični delci so veliki 140,6 
µm ± 80,02 µm (srednja vrednost ± SD) (Zorman, osebno sporočilo). 
 
3.2 VZORCI VOD 
 
Za raziskavo smo uporabili štiri vzorce vod: Ljubljanica-izvir (Vrhnika) (45°57'16.8''S 
14°17'33.4''V), Ljubljanica-mesto (Ljubljana Prule) (46°02'31.1''S 14°30'29.6''V), voda 
iz čistilne naprave in deponijska izcedna voda. Čistilna naprava, iz katere so bili 
pridobljeni vzorci, je enostopenjska mehansko-biološka naprava, ki odstranjuje 
neraztopljene snovi, ogljikove spojine in nitrificira. Odpadna voda, ki jo čistilna 
naprava prečiščuje, je sestavljena iz 62 % komunalne vode, 21 % padavinske vode, 11 
% industrijske vode in 6 % tuje vode (Centralna čistilna naprava Ljubljana, 2018). 
Deponijska izcedna voda je bila vzorčena na polju, kjer komunalne odpadke zbirajo ţe 
od leta 1964 naprej. Odlagališče je veliko 89 ha in sestavljeno iz novega in starega dela. 
Stari del odlagališča obsega 47,5 ha in je bil napolnjen med leti 1964 in 1987. 
Tamkajšnja povprečna debelina odpada je 10 m. Vzorec je bil odvzet iz zaprtega 
zadrţevalnega bazena (Martić, 2012). Vzorci vod so se vzorčili enkrat tedensko tri 
tedne. Vzorčenje je potekalo s plastičnimi kanistri. Vzorci iz Ljubljanice so se vzorčili 
od 6.11.2017 do 20.11.2017, vzorci deponijske izcedne vode in vode iz čistilne naprave 
pa od 29.11.2017 do 13.12.2017. 
 
3.2.1 Analize vod 
 
V okviru analize vod smo določili pH vrednost, koncentracijo amonijevega, nitritnega 
in nitratnega dušika, fosfatov, klorida in celotne koncentracije organskega ogljika. Poleg 
tega smo določili tudi število mikroorganizemskih kolonij v posameznih vzorcih vode. 
 
3.2.1.1 pH vod 
 
pH vod smo izmerili s pH metrom (Thermo Scientific, Orion star A215, 
pH/conductivity meter). 
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3.2.1.2 Amonijev dušik (NH4) 
 
V 50 mL bučko smo nalili vzorec vode in dodali 4 mL barvnega reagenta A (NH4-N-A) 
in 4 mL raztopine natrijevega dikloroizocianurata (NH4-N-B) in jo pustili inkubirati eno 
uro pri sobni temperaturi. Enako smo naredili s slepim vzorcem (deionizirana voda). Po 
eni uri smo s spektrofotometrom (Varian Cary, 50 UV-Vis spectrophotometer) izmerili 
absorbanco pri 655 nm v 1 cm stekleni kiveti. Najprej smo s slepim vzorcem umerili 
spektrofotometer in nato izmerili vzorce. Z izmerjeno absorbanco (A) in s pomočjo 
umeritvene krivulje smo izračunali deleţ dušika v amoniju po formulah (1) in (2). 
 
C [mg/L] =A/0,2976        … (1) 
 
CN [mg/L] =(C(NH4)*M(N))/(M(NH4)     … (2) 
 
Metoda je uporabna za določanje N - NH4 v koncentraciji nad 0,008 mg/L. Če so imeli 
vzorci zelo visoko vsebnost amonija, smo jih pred meritvijo redčili z deionizirano vodo 
(Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). 
 
3.2.1.3 Nitritni dušik (NO2) 
  
V 50 mL bučko smo nalili vzorec vode in dodali 1 mL sulfanilamida, premešali in 
pustili stati dve minuti. Nato smo dodali še 1 mL NED dihidroklorid reagenta in pustili 
stati deset minut pri sobni temperaturi. Enako smo naredili s slepim vzorcem 
(deionizirana voda). Po desetih minutah smo s spektrofotometrom izmerili absorbanco 
pri 543 nm v 1 cm stekleni kiveti. Najprej smo s slepim vzorcem umerili 
spektrofotometer in nato izmerili vzorce. Z izmerjeno absorbanco (A) in s pomočjo 
umeritvene krivulje smo izračunali deleţ dušika v nitritu po formulah (3) in (4). 
 
C [mg/L] = A/1,0317         … (3) 
 
CN [mg/L] =(C(NO2)*M(N))/(M(NO2)     … (4) 
 
Metoda je uporabna za določanje N-NO2 v koncentracijskem območju med 0,01 mg/L 
in 1 mg/L. Če so imeli vzorci zelo visoko vsebnost nitrita smo jih pred meritvijo redčili 
z deionizirano vodo (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). 
 
3.2.1.4 Nitratni dušik (NO3) 
 
V 50 mL bučko smo nalili vzorec vode in dodali eno kapljico 6M HCl ter premešali 
vsebino bučke. Enako smo naredili s slepim vzorcem (deionizirana voda). S 
spektrofotometrom smo takoj izmerili absorbanco pri 220 nm in nato pri 275 nm v 1 cm 
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stekleni kiveti. Najprej smo s slepim vzorcem umerili spektrofotometer pri obeh 
valovnih dolţinah in nato izmerili vzorce. Izmerjeni absorbanci (A) smo eno od druge 
odšteli in s pomočjo umeritvene krivulje izračunali deleţ dušika v nitratu po formulah 
(5) in (6). 
  
C [mg/L] =A/1,0591         … (5) 
 
CN [mg/L] = (C(NO3)*M(N))/(M(NO3)     … (6) 
 
Metoda je uporabna za določanje N-NO3 v koncentracijskem območju med 0,01 mg/L 
in 1 mg/L. Če so imeli vzorci zelo visoko vsebnost nitrata, smo jih pred meritvijo redčili 
z deionizirano vodo (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). 
 
3.2.1.5 Fosfor (PO4) 
 
V 100 mL bučko smo nalili vzorec vode in dodali 4 mL amonijevega molbidata ter 
premešali vsebino bučke. Nato smo dodali še 0,5 mL kositrovega klorida in pustili stati 
deset minut pri sobni temperaturi. Enako smo naredili s slepim vzorcem (deionizirana 
voda). Po desetih minutah smo s spektrofotometrom izmerili absorbanco pri 690 nm v 1 
cm stekleni kiveti. Najprej smo s slepim vzorcem umerili spektrofotometer in nato 
izmerili vzorce. Z izmerjeno absorbanco (A) in s pomočjo umeritvene krivulje smo 
izračunali deleţ fosforja v fosfatu po formulah (7) in (8). 
 
C [mg/L] = A/0,2836        … (7) 
 
CP [mg/L] = C(PO4)*M(P))/(M(PO4)     … (8) 
  
Metoda je uporabna za določanje fosforja v koncentracijskem območju med 0,005 mg/L 
in 6 mg/L. Če so imeli vzorci zelo visoko vsebnost fosforja, smo jih pred meritvijo 
redčili z deionizirano vodo (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). 
 
3.2.1.6 Klorid (Cl
-
) 
 
V 100 mL bučko smo nalili vzorec vode in ga prelili v 250 mL erlenmajerico. V 
erlenmajerico smo dodali pribliţno 1 mL kositrovega klorida (difenilkarbazon + 
bromfenol modro). Nato smo po kapljicah dodajali 0,1 M dušikove (V) kisline – HNO3. 
Potem, ko se je raztopina obarvala rumeno, smo dodali še 1 mL kisline, s čimer smo 
dosegli primerno pH vrednost (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). Metoda je uporabna za 
določanje klorida v koncentraciji nad 1 mg/L. Če so imeli vzorci zelo visoko vsebnost 
klorida smo jih pred meritvijo redčili z deionizirano vodo (Ţgajnar Gotvajn in sod., 
2017). 
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3.2.1.7 Celotni organski ogljik (TOC) 
 
V rjave steklenice smo do polovice natočili vzorce vod in izmerili vsebnost celotnega 
organskega ogljika v vzorcih (aparatura: Analytikjena, multi N/C 3100, programska 
oprema: multiWin 4.09.05). 
 
3.2.1.8 Mikroorganizemske (MO) kolonije 
 
Celoten postopek smo izvajali v laminariju. V petrijevke smo nalili pribliţno 0,5 cm 
agarja in pustili, da se je ohladil in strdil (vsaj 2 uri). Za 10-kratno redčenje vzorca vode 
smo v sterilizirano, stekleno epruveto dodali 4,5 mL tweena in 0,5 mL vzorca vode ter 
dobro premešali s pipetiranjem. Iz pripravljene raztopine smo nato odpipetirali 0,1 mL 
raztopine in jo dali na sredino agarja v petrijevki. Za vsak vzorec/redčitev smo naredili 
po 3 paralelke (3 petrijevke). Z inokulacijsko hokejko, ki smo jo pred tem razkuţili v 
etanolu in izparili v plamenu gorilnika, smo razmazali vzorec po celotni površini 
petrijevke. Po vsaki petrijevki smo hokejko ponovno razkuţili. Petrijevke z 
razmazanimi vzorci smo nato narobe obrnjene pustili v inkubatorju in po enem tednu 
prešteli zrasle kolonije. Povprečno število kolonij na redčitev smo izračunali po 
formulah (9) in (10). 
 
n = (n1+n2+n3)/3            … (9) 
 
Št. mikroorganizmov/1 mL = n*(1/redčitev)     … (10) 
 
n=št. kolonij v petrijevki 
 
3.3 INKUBACIJA MIKROPLASTIČNIH DELCEV V VZORCIH VOD 
 
Za vsak vzorec vode smo uporabili osem 250 mL erlenmajeric. Natočili smo po 150 mL 
vzorčne vode in dodali 0,15 g MP delcev. Erlenmajerice smo nato zaprli s papirnatim 
zamaškom in jih za en teden dali na stresalnik (Stresalnik Tehtnica, Ţelezniki, 2X). Po 
enem tednu smo erlenmajerice z vzorčno vodo in MP, vzeli iz stresalnika. Vsako 
vsebino erlenmajerice (vzorčna voda + MP) smo prefiltrirali (Filter papir; Merck, 
HAWG047S6 - 0,45 µm, bela mreţa, 47 mm). Pred tem smo si pripravili čašo s 150 mL 
nove vzorčne vode in po filtraciji z njo sprali MP delce s filter papirja in sten 
erlenmajerice ter preostanek zlili v erlenmajerico. Tako je imela vsaka erlenmajerica 
novih 150 mL vzorčne vode in MP delce od prejšnjega tedna. Erlenmajerice smo 
ponovno postavili na stresalnik za en teden. Po treh tednih smo po filtraciji MP delce 
enega vzorca iz osmih erlenmajeric shranili v plastični petrijevki, jo zavili s parafilmom 
in shranili v zamrzovalniku (–20 °C). Preglednica 1 prikazuje natančnejši prikaz oznak 
MP delcev z biofilmom. 
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Preglednica 1: Natančnejši opis vzorcev mikroplastike uporabljene v poskusih. 
Oznaka vzorca Natančnejši opis vzorca 
MP Mikroplastika filtrirana iz čistilnega sredstva za obraz 
(pilinga) 
MP – Lj-izvir Mikroplastika v vzorcu vode Ljubljanica-izvir (Vrhnika) 
MP – Lj-mesto Mikroplastika v vzorcu vode Ljubljanica-mesto (Lj-Prule) 
MP - ČN Mikroplastika v vzorcu vode iz čistilne naprave 
MP - IV Mikroplastika v vzorcu vode iz deponijske izcedne vode 
 
 
3.4 ANALIZE MIKROPLASTIČNIH DELCEV 
 
3.4.1 Slikanje mikroplastike 
 
Mikroplastične delce smo po treh tednih filtrirali in spravili v plastični petrijevki. Pred 
shranjevanjem v zamrzovalniku smo jih še poslikali pod svetlobnim mikroskopom 
(Zeiss Option, Axioskop, West Germany, kamera: Leica DFC290 HD, programska 
oprema: LAS V4.0). 
 
3.4.2 Shranjevanje v acetonu 
 
Mikroplastične delce smo po treh tednih filtrirali in spravili v plastični petrijevki. Del 
MP delcev smo po filtraciji shranili tudi za HPLC raziskave prisotnosti pigmentov 
morebitnega obraščanja z algami. HPLC stekleničke smo ovili z aluminijasto folijo in 
vanje zatehtali 0,05 g MP delcev ter takoj za tem v digestoriju dodali 1 mL 99,5 % 
acetona (Sigma-Aldrich, Acetone, 32201 – 2,5 L, LOT# STBG2145V). Stekleničke smo 
zaprli, zavili s parafilmom in aluminijasto folijo ter shranili v hladilniku (4 °C). Vzorce 
smo poslali na analizo na inštitut Helmhotz, Centre for environmental research – UFZ, 
Leipzig, Nemčija, kjer so bili določeni po metodi opisani v članku Schmitt-Jansen in 
Altenburger (2008). 
 
3.5 PRIPRAVA IZLUŢKOV 
 
MP izluţke smo pripravili za testiranje potencialnega izpiranja strupenih kemikalij iz 
MP delcev. V 150 mL čaše smo nalili 100 mL deionizirane vode (Mili-Q, FKKT) in 
vanje zatehtali 10 mg MP delcev, s čimer smo dobili koncentracijo 100 mg/L, kar je bila 
najvišja testirana koncentracija MP v testih strupenosti. Čaše z MP smo pokrili s 
steklenim pokrovom, da smo preprečili proces izhlapevanja vode ter jih postavili v 
inkubator (Sobna temperatura, osvetlitev 16/8 h (svetlo/temno)), pogoji enaki kot za 
teste strupenosti. Po 48 urah smo vsebino čaš previdno prestavili s Pasteurjevo pipeto v 
50 mL Falkonske tube, tako da ob tem nismo zajeli plastičnih delcev. Del vode smo 
uporabili za teste, preostanek pa shranili v zamrzovalniku (–20 °C). 
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3.6 AKUTNI TESTI STRUPENOSTI Z VODNIMI ORGANIZMI 
 
Teste z vodnimi organizmi smo izvajali v skupini za nanobiologijo in 
nanotoksikologijo, Katedre za zoologijo, Oddeleka za Biologijo, Biotehniške Fakultete, 
Univerze v Ljubljani in na FKKT. 
 
3.6.1 Vodna bolha (Daphnia magna) 
 
3.6.1.1 Pridobitev osebkov in priprava testnega medija 
 
Vodne bolhe smo pridobili iz komercialnega testnega seta (MicroBioTests, Toxkit 
Ephippia, Daphnia magna). Jajca iz tube smo najprej sprali z mikrositom in vodovodno 
vodo ter jih nato z M4 medijem sprali iz sita v stekleno petrijevko in jo pokrili. 
Petrijevko smo dali v inkubator za 48 h do 72 h (Konstantna osvetlitev, sobna 
temperatura). Izvaljene osebke, mlajše od 24 h smo ob začetku poskusa prenesli v čašo s 
suspenzijo M4 medija in zelene alge (Spirulina platensis, Spirulina, DajanaPET 
professional). Po dveh urah hranjenja smo bolhe s stekleno pipeto prenesli v novo čašo 
z razredčevalno vodo. 
 
M4 medij in razredčevalno vodo smo vsaj en dan predhodno pripravili z deionizirano 
vodo (Mili-Q, FKKT) in iz zaloţnih raztopin, ki smo jih hranili v hladilniku (4 °C). 
 
Zaloţne raztopine 
Raztopina 1.1: 73,52 g/L CaCl2 ∙ 2 H2O 
Raztopina 1.2: 123,3 g/L MgSO4 ∙ 7H2O 
Raztopina 1.3: 5,8 g/L KCl 
Raztopina 1.4: 64,8 g/L NaHCO3 
Raztopina kationov 2.1: 7210 mg MnCl2 ∙ 4H2O, 6120 mg LiCl, 1420 mg RbCl, 3040 
mg SrCl2 ∙ 6H2O, 335 mg CuCl2 ∙ 2H2O, 260 mg ZnCl2, 200 mg CoCl2 ∙ 6H2O; skupaj v 
2 L deionizirane H2O  
Raztopina anionov 2.2: 548 mg NaNO3, 5719 mg H3BO3, 32 mg NaBr, 126 mg 
Na2MoO4 ∙ 2H2O, 6,5 mg KJ, 4,38 mg Na2SeO3, 1,15 mg NH4VO3; skupaj v 1 L 
deionizirane H2O  
Silikatne raztopine 2.3: 21,475 mg/L Na2SiO3  
Raztopina Fe / EDTA 2.4: V 500 mL bučki ločeno pripravimo 500 mg Na2EDTA ∙ 
2H2O in 199,1 mg FeSO4 ∙ 7H2O, ju zmešamo in takoj avtoklaviramo  
Raztopina fosfatov 2.5: v 1 L pripravimo 286 mg KH2PO4 in 368 mg K2HPO4 
Raztopina vitaminov 2.6: 750 mg tiamin hidroklorida, 10 mg cianobalamina (B12), 7,5 
mg biotina. Pripravimo raztopino z volumnom 1 L, jo dobro premešamo, razdelimo po 
1 mL ter zamrznemo (–20 °C) 
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M4 medij (končni volumen 10 L) pripravimo iz zaloţnih raztopin po naslednjem 
protokolu: 
4 mL raztopine 1.1. (CaCl2)  
1 mL raztopine 1.2. (MgSO4)  
1 mL raztopine 1.3. (KCl)  
1 mL raztopine 1.4. (NaHCO3)  
0,1 mL raztopine 2.1. (raztopina kationov)  
0,5 mL raztopine 2.2. (raztopina anionov)  
0,2 mL raztopine 2.3. (raztopina silikatov)  
5 mL raztopine 2.4. (raztopine Fe/EDTA)  
5 mL raztopine 2.5. (raztopine fosfatov)  
1 mL raztopine 2.6. (raztopina vitaminov) – dodamo direktno pred uporabo  
9866 mL deionizirane H2O 
 
Razredčevalna voda (končni volumen l0 L) 
4 mL raztopine 1.1. (CaCl2)  
1 mL raztopine 1.2. (MgSO4)  
1 mL raztopine 1.3. (KCl)  
1 mL raztopine 1.4. (NaHCO3)  
 
3.6.1.2 Nastavitev poskusa 
 
Teste smo izvedli na osnovi navodila OECD 202 (2004) in standarda ISO 6341:1996 
(1996). Za poskuse smo uporabili plošče s šestimi vdolbinicami (TPP, Switzerland). 
Posamezno ploščo smo uporabili za testiranje enega vzorca in ene koncentracije. Na eni 
plošči smo zapolnili štiri testne jamice.V posamezno jamico na plošči smo odpipetirali 
10 mL tekočine in dodali 5 bolh. Skupno 20 bolh na ploščo. Osebke smo prenašali s 
stekleno pipeto. Na vsaki plošči smo v eno jamico odpipetirali 10 mL razredčevalne 
vode, v katero smo najprej prestavili 20 bolh iz čaše (slika 4). S tem smo se izognili 
morebitnemu prenosu alg v testne jamice in redčenju raztopine v testnih jamicah. Plošče 
smo nato dali v inkubator (Sobna temperatura, osvetlitev 16/8 h (svetlo/temno)) in jih 
rahlo odprli. Vodne bolhe so bile izpostavljene 48 h. Kontrolna plošča z bolhami in 
razredčevalno vodo je bila vključena v vsak poskus. 
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Slika 6: Shematski prikaz postavitve poskusa z vodnimi bolhami. Roza jamice prikazujejo testne jamice, 
modra jamica prikazuje jamico z razredčevalno vodo, v katero smo najprej prenesli bolhe iz čaše in nato v 
testne jamice ter se s tem izognili prenosu alg  in razredčevanju raztopine v testnih jamicah. 
 
Testirali smo strupenost samih vzorcev vod na preţivetje vodnih bolh. Poskusne vode 
smo pripravili tako, da smo vsa tri vzorčenja enega vzorca v enakem razmerju zdruţili v 
en vzorec. To smo naredili za vse štiri vzorce vod Lj-izvir, Lj-mesto, ČN in IV. Nato 
smo v vsako jamico dodali po 10 mL zdruţene vzorčne vode. 
 
Z vodnimi bolhami smo testirali dve koncentraciji MP delcev, 100 mg/L in 50 mg/L. V 
posamezno jamico smo zatehtali MP delce in dodali 10 mL razredčevalne vode. Za 
testne koncentracije smo se odločili na podlagi prejšnjih študij (Jemec Kokalj in sod., 
2016; 2018), kjer smo ugotovili, da najvišja testna koncentracija 100 mg/L še ni imela 
vpliva na testne organizme.  
 
Izluţkom iz koncentracije 100 mg/L smo najprej dodali soli 1.1, 1.2, 1.3, 1.4 (poglavje 
3.6.1.1), da smo iz deionizirane vode pridobili razredčevalno vodo. Nato smo v 
posamezno testno jamico dodali 10 mL testne tekočine. Testirali smo vse vzorce 
izluţkov MP, MP–Lj-izvir, MP–Lj-mesto, MP–ČN in MP–IV. Poskus je bil ponovljen 
dvakrat. 
 
3.6.1.3 Analiza podatkov 
 
Vpliv različnih vzorcev vod, koncentracij in tipov MP ter njenih izluţkov smo preverili 
s testom mobilnosti oziroma preţivetja vodnih bolh. Po 24 h in 48 h izpostavljenosti 
smo ovrednotili število negibnih oziroma mrtvih osebkov po standardu ISO 6341:1996 
(1996). Za mrtve osebke smo ovrednotili tiste posameznike, ki se po 15 s opazovanja in 
tresenja testne plošče niso premaknili. V primeru, da so osebki premikali samo antene, 
smo osebke označili za mrtve. Za vizualizacijo smo si pomagali s svetlobno ploščo 
(LightPad 930, Artograph). Rezultati so predstavljeni tabelično in grafično s številom in 
odstotki preţivelih osebkov na vzorec oziroma koncentracijo.  
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3.6.2 Mala vodna leča (Lemna minor) 
 
3.6.2.1 Pridobitev osebkov in priprava testnega medija  
 
Malo vodno lečo, ki smo jo uporabili za teste, smo pridobili iz laboratorijske kulture na 
FKKT. Izvorna kultura je bila pridobljena iz Fakultete za kemijo, Tehnična Univerza v 
Brnu, Češka. Gojena je bila v Steinbergovem mediju pod kontroliranimi pogoji (23 ± 2 
°C, osvetlitev v razmerju 16/8 h (svetlo/temno)). Poskuse smo izvedli na osnovi 
standarda (ISO 20079, 2005). 
 
Steinbergov medij 
Medij smo vedno pripravili tik pred poskusom z ţe vnaprej pripravljenimi raztopinami, 
ki smo jih hranili v hladilniku (4 °C) in deionizirano vodo (Mili-Q, FKKT). Litrsko 
merilno bučko smo do polovice napolnili z deionizirano vodo in ji dodali po 20 mL 
raztopine 1, 2 in 3 ter po 1 mL raztopine 4, 5, 6, 7 in 8. Po dodatku vsake raztopine smo 
bučko dobro premešali. Bučko smo na koncu dopolnili do oznake z deionizirano vodo 
in še enkrat vsebino dobro premešali. 
 
Raztopine smo pipetirali s pomočjo steklene pipete in ţoge za pipetiranje.  
 
Raztopina 1: 17,5 g KNO3, 4,5 g KH2PO4, 0,63 g K2HPO4 v 1 L deionizirane vode 
Raztopina 2: 5g MgSO4 ∙ 7H2O v 1 L deionizirane vode 
Raztopina 3: 14,75 g Ca(NO3)2 ∙ 4 H2O v 1 L deionizirane vode 
Raztopina 4: 120 mg H3BO3 v 1 L deionizirane vode 
Raztopina 5: v 180 mg ZnSO4 ∙ 7 H2O 1 L deionizirane vode 
Raztopina 6: 44 mg NaMoO4 ∙ 2 H2O v 1 L deionizirane vode 
Raztopina 7: 180 mg MnCl2 ∙ 4 H2O  v 1 L deionizirane vode 
Raztopina 8: 760 mg FeCl3 ∙ 6 H2O in 1500 mg EDTA ∙ 2 H2O v 1 L deionizirane vode 
 
3.6.2.2 Nastavitev poskusa 
 
Za poskus smo uporabili 100 mL steklene čaše, v katere smo zatehtali MP delce in 
natočili predhodno pripravljen Steinbergov medij. Vsako koncentracijo smo naredili v 
treh ponovitvah (slika 7). V vsako čašo smo dodali po 10 listov male vodne leče, ki smo 
ji pred tem odščipnili korenine. Čašo smo nato prekrili z dobro raztegnjenim 
parafilmom in vanj naredili dve luknjici z iglo. Čaše smo za 7 dni postavili v inkubator 
(24 ± 2 °C, vlaţnost <70 %, osvetlitev 16/8 h (svetlo/temno), pri fluorescentni svetlobi 
3507 ± 529 luks). Po sedmih dneh smo poskus zaključili in ovrednotili. Kontrolne čaše 
z vodnimi lečami in Steinbergovim medijem so bile prav tako v treh ponovitvah 
vključene v poskus (slika 7).  
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Slika 7: Shematski prikaz postavitve poskusa z vodno lečo. Vsak vzorec je bil narejen v treh ponovitvah. 
Posamezen krog predstavlja posamezno čašo. MP predstavlja MP ekstrahirano iz pilinga, MP–Lj-izvir 
MP inkubirano tri tedne v vzorcu vode Lj-izvir, MP–Lj-mesto MP inkubirano tri tedne v vzorcu vode Lj-
mesto, MP–ČN MP inkubirano tri tedne v vzorcu vode ČN, MP–IV MP inkubirano tri tedne v vzorcu 
vode IV. 
 
Testirali smo dve koncentraciji MP delcev, 100 mg/L in 10 mg/L. V posamezno čašo 
smo zatehtali določeno koncentracijo MP delcev in dodali 50 mL Steinbergovega 
medija. Testirali smo vse vzorce MP, MP–Lj.izvir, MP–Lj-mesto, MP–ČN in MP–IV. 
 
3.6.2.3 Analiza podatkov 
 
Vpliv različnih koncentracij MP delcev na liste vodne leče smo preverili s testom 
zaviranja rasti. Po sedmih dneh smo prešteli liste male vodne leče v posamezni čaši. 
Zavrto rast smo ovrednotili kot manjše število listov v primerjavi s kontrolo.  
 
Specifična hitrost rasti za obdobje sedmih dni je bila izračunana iz števila preštetih 
listov po formuli (11) in zaviranje rasti po formuli (12). 
 
µ =(ln (štt) – ln (št0))/t                                        … (11) 
 
µ = specifična hitrost rasti 
štt = število listov ob koncu poskusa 
št0 = število listov ob začetku poskusa (10 listov) 
t = čas izpostavljenosti (7 dni) 
 
I(%)=((µ (kont.) – µ.(vzorec))/ (µ. (kont.)))*100               … (12) 
 
I(%) = zaviranje rasti (%) 
µ (kont.)= specifična rast v kontroli 
µ (vzorec) = specifična rast v vzorcu 
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Vpliv različnih koncentracij MP na korenine vodne leče smo preverili z merjenjem 
dolţine najdaljše korenine posameznega osebka. Z merjenjem dolţine korenin smo 
preverili, ali vzorci in različne koncentracije MP vplivajo na rast korenin male vodne 
leče. Posamezne osebke smo dali na milimetrski papir in jim izmerili dolţino najdaljše 
korenine. Na koncu smo izračunali povprečno dolţino korenin vseh osebkov 
izpostavljenih posamezni vrsti in koncentraciji MP in jo primerjali s povprečno dolţino 
najdaljših korenin v kontroli. 
 
3.6.3 Cebrica (Danio rerio) 
 
3.6.3.1 Pridobitev osebkov in priprava testnega medija  
 
Cebrice, ki smo jih uporabili za teste smo pridobili na oddelku za Zoologijo, 
Biotehniške Fakultete, Univerze v Ljubljani, kjer so bile vzdrţevane pod pogoji, ki jih 
narekuje navodilo OECD 236 (2013). Poskuse smo izvedli na osnovi navodila OECD 
236 (2013). 
 
Medij za testiranje strupenosti z zarodki (t.i. Fish embryo test; FET medij) smo vsaj en 
dan predhodno pripravili z deionizirano vodo (Mili-Q, FKKT) in iz zaloţnih raztopin, ki 
smo jih hranili v hladilniku (4 °C). Koncentracije in priprava zaloţnih raztopin so 
razloţene v poglavju 3.6.1.1. 
 
FET medij (1 L) 
3,8 mL raztopine 1.1. (CaCl2)  
1 mL raztopine 1.2. (MgSO4)  
0,94 mL raztopine 1.3. (KCl)  
0,97 mL raztopine 1.4. (NaHCO3)  
 
Izmerili smo pH pripravljenega medija in ga uravnali na 7,0. 
 
Steklene posode z mreţo in umetnim rastlinjem smo dan pred poskusom v večernih 
urah postavili v akvarij. Naslednji dan smo zjutraj, eno uro od priţiga luči, stekleno 
posodo kamor cebrice odlagajo jajčeca, vzeli iz akvarija. Ikre smo nato v laboratoriju s 
plastično Pasteurjevo pipeto prenesli v stekleno petrijevko s FET medijem. Pod stereo 
mikroskopom smo nato izbrali ikre dobre kvalitete v razvojnem stadiju med 1 in 1000 
celicami (slika 8). Izbrane ikre smo nato s sitom in FET medijem dobro sprali in jih 
prenesli v novo stekleno petrijevko s FET medijem. 
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Slika 8: Prikaz embrionalnega razvoja cebric, od 1-celičnega do 1000-celičnega stadija (povzeto po 
Kimmel in sod., 1995). 
 
3.6.3.2 Nastavitev poskusa 
 
Za poskuse smo uporabili plošče s štiriindvajsetimi vdolbinicami (Tissue culture 
testplate 24, TPP, Switzerland). V posamezno jamico na plošči smo odpipetirali 1 mL 
testne tekočine, FET medija ali pozitivne kontrole in s pomočjo plastične Pasteurjeve 
pipete dodali 2 oplojeni jajčeci. Na eni plošči smo zapolnili pet ali deset jamic za en 
vzorec oziroma koncentracijo – skupno 10 oziroma 20 iker na vzorec oziroma 
koncentracijo (slika 9). Za pozitivno kontrolo smo uporabili 3,4 – dikloroanilin (4 
mg/L), za negativno pa FET medij. Plošče smo nato dali v inkubator (26 °C ± 1 °C, 
osvetlitev 12/16 h (svetlo/temno)). Cebrice so bile izpostavljene 96 h. Vsak dan, po 24 
h, 48 h, 72 h in 96 h smo ob istem času pod stereo mikroskopom ovrednotili razvoj 
zarodkov, jih primerjali s kontrolo in zabeleţili morebitne anomalije (Leica MZ FLIII, 
Germany, kamera: Leica DFC425 C, programska oprema: LAS V4.0).  
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Slika 9: Shematski prikaz postavitve poskusa s cebricami. Roza jamice prikazujejo testne jamice enega 
vzorca ali ene koncentracije. Naslednji vzorec ali koncentracija je sledila prvemu in tako naprej. Leva 
slika prikazuje razporeditev, ko smo na vzorec oziroma koncentracijo testirali 10 iker in desna slika 
prikazuje razporeditev, ko smo na vzorec ali koncentracijo testirali 20 iker. 
 
Testirali smo strupenost samih vzorcev vod na razvoj in preţivetje zarodkov. Poskusne 
vode smo pripravili tako, da smo vsa tri vzorčenja enega vzorca vode v enakem 
razmerju zdruţili v en vzorec. To smo naredili za vse štiri vzorce vod Lj-izvir, Lj-mesto, 
ČN in IV. Nato smo v vsako jamico dodali po 1 mL zdruţene vzorčne vode. 
 
Testirali smo eno koncentracijo MP delcev, 1 g/L. V posamezno jamico smo zatehtali 
MP delce in dodali 1 mL FET medija. Koncentracijo smo izbrali zaradi tehničnih 
omejitev priprave. Testirali smo vse vzorce MP, MP–Lj-izvir, MP–Lj-mesto, MP–ČN 
in MP–IV. 
 
Izluţkom iz koncentracije 100 mg/L smo najprej dodali soli 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, da smo iz 
deionizirane vode pridobili FET medij (poglavje 3.6.3.1). Nato smo z izluţki in FET 
medijem naredili redčitveno vrsto in testirali tri koncentracije 100 mg/L, 10 mg/L in 1 
mg/L. Testirali smo vse vzorce izluţkov MP, MP–Lj-izvir, MP–Lj-mesto, MP–ČN in 
MP–IV. 
 
3.6.3.3 Analiza podatkov 
 
Vpliv različnih vzorcev vod, tipov in koncentracij MP ter njenih izluţkov smo 
identificirali glede na razvoj zarodkov. Po 24 h, 48 h, 72 h in 96 h smo ovrednotili 
razvoj zarodkov in zabeleţili morebitne anomalije. Poskus smo izvedli po navodilih 
OECD 236 (2013), vendar smo v izbor osebkov z napakami v razvoju dodali še nekaj 
razvojnih napak (poglavje 4.3.3). Zaznane anomalije smo slikali s stereo mikroskopom 
(Leica MZ FLIII, Germany, kamera: Leica DFC425 C, programska oprema: LAS V4.0) 
in jih vključili kot predstavitev v rezultatih (slika 18). Po 24 h smo najprej počakali 30 s 
in preverili, če se cebrice v tem času premaknejo. Pogledali smo tudi morfologijo: rep, 
glava in formacija oči, prisotnost somitov in povezanost repa in glave z rumenjakovo 
vrečko. Po 48 h smo preverili morfologijo zarodkov: prisotnost srčnega utripa in 
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cirkulacije ter morebitnih srčnih edemov, pigmentacijo oči in telesa, prisotnost edema 
rumenjakove vrečke, deformacije hrbtenice ali koaguliranih zarodkov. Po 72 h bi naj 
zarodki bili izvaljeni in izravnani. Poleg tega smo preverili tudi prisotnost vseh prej 
naštetih edemov in anomalij. Po 96 h smo preverili izvaljenost zarodkov, če slučajno po 
72 h še niso bili izvaljeni. Rezultati so predstavljeni z odstotki normalno razvitih cebric 
na vzorec oziroma koncentracijo po zgoraj omenjenih preučevanih parametrih.   
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4 REZULTATI 
 
4.1 VZORCI VOD 
 
4.1.2 Analize vod 
 
Vrednosti pH zdruţenih vzorcev vod so se gibale med skoraj nevtralnim do rahlo 
bazičnim pH. Vzorec Lj-izvir je imel najniţji pH in vzorec vode iz čistilne naprave 
najvišjega (preglednica 2). 
 
Preglednica 2: pH vrednosti vzorčnih vod. Vse tri vzorčne vzorce vod smo v enakem razmerju zdruţili v 
en vzorec in izmerili pH (Thermo Scientific, Orion star A215, pH/conductiviti meter). 
Vzorec vode Natančnejši opis pH vrednost 
Lj-izvir Ljubljanica–izvir 7,4 
Lj-mesto Ljubljanica–mesto  8,7 
ČN Voda iz čistilne naprave 9,0 
IV Deponijska izcedna voda 8,5 
 
V okviru analize vod smo določili koncentracijo dušika v amoniju, nitritu in nitratu. 
Določili smo tudi koncentracijo fosfatov, klorida in celotne koncentracije organskega 
ogljika ter določili število mikroorganizemskih kolonij v posameznih vzorcih vode.  
 
Amonijevega dušika je bilo najmanj v vzorcih Lj-izvir, sledil je vzorec Lj-mesto. Daleč 
največ ga je bilo v vzorcu izcedne vode iz komunalne deponije, IV. Sledil mu je vzorec 
iz čistilne naprave, ČN. Enak vzorec razporeditve lahko vidimo tudi v nitritnem in 
nitratnem dušiku. Največje koncentracije so bile v vzorcih ČN in IV, medtem ko so 
koncentracije v vzorcih Lj-izvir in Lj-mesto veliko niţje (preglednica 3). 
 
Fosfati imajo enak vzorec koncentracijske razporeditve med vzorci kot dušik. Največje 
koncentracije smo določili v vzorcih ČN in IV, medtem ko so bile koncentracije v 
vzorcih Lj-izvir in Lj-mesto več kot 10-krat niţje. 
 
Koncentracije klorida so bile izrazito višje v vzorcih ČN in IV. Vrednosti so bile med 
75 in 250 mg/L, medtem ko je bila najvišja vrednost, izmerjena v vzorcih Lj-izvir in Lj-
mesto 5,75 mg/L. 
 
Koncentracije celotnega ogljika so bile daleč najvišje v vzorcu IV in so v vseh vzorcih 
merile nad 100 mg/L. V preostalih treh vzorcih so bile koncentracije veliko niţje in so 
merile manj kot 10 mg/L v vzorcu ČN in z izjemo ene meritve, manj kot 1 mg/L v 
vzorcih Lj-izvir in Lj-mesto. 
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Mikroorganizemske kolonije so bile najbolj številčne v vzorcih ČN in IV. Vidimo 
lahko, da nam v vzorcu Lj-mesto dvakrat ni uspelo izmeriti števila kolonij v vzorcu. Pri 
drugih dveh meritvah ni bila uporabljena primerna redčitev vzorcev, zato 
mikroorganizmov na agarju ni bilo mogoče prešteti. 
 
Na osnovi analiz vod lahko povzamemo, da je najbolj onesnaţen vzorec deponijske 
izcedne vode, IV, sledi mu vzorec vode iz čistilne naprave, ČN, vzorec rečne vode iz 
mesta, Lj-mesto in vzorec rečne vode iz izvira, Lj-izvir.  
 
Preglednica 3: Rezultati vodnih analiz. Od leve proti desni so v razpredelnici predstavljene vsebnosti 
dušika v amoniju, nitritu in nitratu, deleţ fosfatov, klorida, celotne koncentracije organskega ogljika 
(TOC) in število mikroorganizemskih kolonij. Od zgoraj navzdol si sledijo časi vzorčenj (od prvega do 
tretjega). 
Vzorec 
vode 
Datum 
vzorčenja 
Prvo vzorčenje  
  N-
NH4
+ 
[mg/L] 
N-
NO2
- 
[mg/L
] 
N-
NO3
- 
[mg/L
] 
P-
PO4
-
 
[mg/L
] 
Cl
- 
[mg/L
] 
TOC 
[mg/L
] 
MO 
[št. 
kolonij
] 
Lj-izvir 6.11.2017 0,11 0,00 0,95 0,01 3,75 < 1  2450 
Lj-mesto 6.11.2017 0,26 0,01 1,06 0,02 5,5 < 1  2190 
ČN 29.11.2017 53,23 0,14 10,65 1,24 100 7,86  6600 
IV 29.11.2017 957,59 0,08 24,39 2,25 750 291,7  273333 
 
Vzorec 
vode 
Datum 
vzorčenja 
Drugo vzorčenje 
  N-
NH4
+ 
[mg/L] 
N-
NO2
- 
[mg/L
] 
N-
NO3
- 
[mg/L
] 
P-
PO4
-
 
[mg/L
] 
Cl
- 
[mg/L
] 
TOC 
[mg/
L] 
MO [št. 
kolonij
] 
Lj-izvir 13.11.2017 0,1 0,00 1,1 0,01 4 < 1  660 
Lj-mesto 13.11.2017 0,43 0,04 1,57 0,14 4,25 3,22  / 
ČN 6.12.2017 49,25 2,2 10,63 1,84 150 9,38  6333 
IV 6.12.2017 737,53 0,08 16,68 1,94 750 190,4  6000 
  
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 3: Rezultati vodnih analiz. Od leve proti desni so v razpredelnici predstavljene 
vsebnosti dušika v amoniju, nitritu in nitratu, deleţ fosfatov, klorida, celotne koncentracije organskega 
ogljika (TOC) in število mikroorganizemskih kolonij. 
Vzorec 
vode 
Datum 
vzorčenja 
Tretje vzorčenje 
  N-
NH4
+ 
[mg/L] 
N-
NO2
- 
[mg/L
] 
N-
NO3
- 
[mg/L
] 
P-PO4
- 
[mg/L] 
Cl
- 
[mg/
L] 
TOC 
[mg/L
] 
MO 
[št. 
kolonij
] 
Lj-izvir 20.11.2017 0,09 0,00 0,85 0,01 5,50 < 1  87 
Lj-mesto 20.11.2017 0,2 0,01 0,96 0,03 5,75 < 1  / 
ČN 13.12.2017 0,61 0,02 8,31 0,3 75 4,95  1367 
IV 13.12.2017 359,88 0,27 8,15 0,91 250 102,2  19133 
 
 
4.2 ANALIZE MIKROPLASTIČNIH DELCEV 
 
4.2.1 Slikanje mikroplastike 
 
MP delci so bili ekstrahirani iz čistilnega pilinga, znamke Manava. Glede na 
proizvajalčeve podatke so bili MP delci v izdelku narejeni iz PE. 
  
Slika 10 prikazuje slike MP delcev, slikanih s svetlobnim mikroskopom. Delci so 
nepravilnih oblik in različnih velikosti. Njihova površina ni gladka. Pod svetlobnim 
mikroskopom na MP delcih iz vzorca vode Lj-izvir in Lj-mesto z dano povečavo nismo 
opazili formacije biofilma, medtem ko na MP iz vzorca ČN in IV lahko vidimo rahlo 
formacijo biofilma (slika 10). V vzorcu MP iz vode ČN smo poleg biofilma opazili tudi 
nekaj organizmov, ki so se z MP delci ob filtraciji prenesli v vzorec plastike, čeprav ni 
nujno, da so bili nanjo neposredno pritrjeni (slika 11). 
  
 
Puntar B. Vpliv obraščene mikroplastike na izbrane vodne organizme.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018  
32 
 
  
  
  
Slika 10: Slike mikroplastičnih delcev po tritedenski inkubaciji v vzorčnih vodah. (A) MP delci, ki so bili 
pridobljeni iz čistilnega sredstva za obraz in jih nismo inkubirali v nobenem vzorcu vode. (B) MP delci iz 
vzorčne vode Lj-izvir, (C) MP delci iz vzorčne vode Lj-mesto, (D) MP delci iz vzorčne vode ČN in (E) 
MP delci iz vzorčne vode IV, (F) Prikaz MP delca iz vzorca vode IV z oblogami. Slike so bile posnete s 
svetlobnim mikroskopom (Zeiss Option, Axioskop, West Germany, kamera: Leica DFC290 HD, 
programska oprema: LAS V4.0). 
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Slika 11 prikazuje organizme, ki smo jih našli v vzorcih MP–ČN.  
 
  
  
 
 
Slika 11: Organizmi najdeni v vzorcih MP–ČN. Slike A-E prikazujejo organizme. A: Vorticela sp., C: 
Tecameba, D: Rotatoria, Bdelloidea, E: Rotatoria sp.. Slike so bile posnete s svetlobnim mikroskopom 
(Zeiss Option, Axioskop, West Germany, kamera: Leica DFC290 HD, programska oprema: LAS V4.0). 
 
4.2.2 HPLC analiza pigmentov 
 
HPLC analiza ni pokazala prisotnosti nobenih pigmentov, ki bi potrdili prisotnost alg na 
mikroplastičnih delcih. 
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4.3 AKUTNI TESTI STRUPENOSTI Z VODNIMI ORGANIZMI 
 
4.3.1 Vodna bolha (Daphnia magna) 
 
Podatki o mobilnosti oziroma preţivetju vodnih bolh so tabelarno in grafično 
predstavljeni kot število in odstotki preţivelih bolh na vzorec in koncentracijo.  
 
4.3.1.1 Vzorci vod 
 
Smrtnost osebkov v kontroli ni presegla 10 %, kar po standardu ISO 6341:1996 (1996) 
in navodilih OECD 202 (2004) velja kot dovoljena smrtnost za negativno kontrolo in je 
merilo za veljavnost testov. 
 
Preglednica 4 in slika 12 prikazujeta število in deleţ preţivelih vodnih bolh v štirih 
testnih vzorcih vod. Iz preglednice in slike vidimo, da je imel vzorec vode IV (100 % 
v/v) zelo močen vpliv na preţivetje vodnih bolh. Smrtnost je bila ţe po 24 h 
izpostavljenosti vzorcu 100 %. Pri ostalih vzorcih je bil vpliv manj kot 10 %. 
 
Preglednica 4: Število in deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v akutnih testih z vzorci vod po 48 h 
izpostavitvi. Oznake vzorcev predstavljajo: Lj-izvir – Ljubljanica izvir, Lj-mesto – Ljubljanica Prule, ČN 
– voda iz čistilne naprave, IV – deponijska izcedna voda. 
Vzorec 24 h 48 h 
 Štev. preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih 
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Štev. preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih  
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Negativna kontrola 
(razredčevalna voda) 
20/20 100 20/20 100 
Lj-izvir 20/20 100 20/20 90 
Lj-mesto 20/20 100 20/20 100 
ČN 20/20 100 20/20 100 
IV 0/20 0 0/20 0 
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Slika 12: Deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v akutnih testih z vzorci vod po 48 h izpostavitvi. Vsak 
stolpec prikazuje deleţ preţivetja na osnovi 20 osebkov. Oznake vzorcev predstavljajo: Lj-izvir – 
Ljubljanica izvir, Lj-mesto – Ljubljanica Prule, ČN – voda iz čistilne naprave, IV – deponijska izcedna 
voda. 
 
Poskus smo nadaljevali in naredili redčitveno vrsto vzorca IV, ki je imel izrazit vpliv na 
preţivetje vodnih bolh. Z razredčevalno vodo smo poleg 100 % vzorca naredili še 75 %, 
50 %, 25 %, 20 %, 15 %, 12,5 %, 6 % in 5 % v/v redčitev. Preglednica 5 in slika 13 
prikazujeta število in deleţ preţivtja vodnih bolh izpostavljenih različnim 
koncentracijam vzorca vode IV.  
 
Preglednica 5: Število in deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v akutnih testih z različnimi koncentracijami 
vzorca vode IV po 48 h izpostavitvi. 
Vzorec 24 h 48 h 
 Štev. preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih  
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Štev. preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih  
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Negativna kontrola 
(razredčevalna voda) 
20/20 100 20/20 100 
IV (100 %) 0/20 0 0/20 0 
IV (75 %) 0/20 0 0/20 0 
IV (50 %) 0/20 0 0/20 0 
IV (35 %) 0/20 0 0/20 0 
IV (25 %) 0/20 0 0/20 0 
IV (20 %) 0/20 0 0/20 0 
IV (15 %) 4/20 20 0/20 0 
IV (12,5 %) 18/20 90 16/20 80 
IV (10%) 17/20 85 13/20 65 
IV (6 %) 20/20 100 19/20 95 
IV (5 %) 20/20 100 20/20 100 
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Slika 13: Deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v različnih koncentracijah vzorca vode IV po 48 h 
izpostavitvi. Vsak stolpec prikazuje deleţ preţivetja na osnovi 20 osebkov.  
 
4.3.1.2 MP 
 
Podatki o preţivetju vodnih bolh so predstavljeni v preglednici 6 in sliki 14. Smrtnost 
osebkov v kontroli nikoli ni presegla 10 %, kar po standardu ISO 6341:1996 (1996) in 
navodilih OECD 202 (2004) velja kot dovoljena smrtnost za negativno kontrolo in je 
merilo za veljavnost testov.  
 
Preglednica 6 prikazuje število in deleţ (%) ţivih osebkov v primerjavi s celotnim 
številom izpostavljenih osebkov, slika 14 prikazuje odstotek preţivelih osebkov v dveh 
izpostavljenih koncentracijah MP. Na osnovi rezultatov lahko vidimo, da MP ni 
vplivala na preţivetje vodnih bolh. Tudi MP, ki je bila inkubirana v različnih vodah, ni 
imela vpliva na preţivetje vodnih bolh.  
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Preglednica 6: Število in deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v akutnih testih z MP po 48 h izpostavitvi. 
Vzorec 24 h 48 h 
 Štev. 
preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih 
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Štev. 
preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih  
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Negativna kontrola 
(razredčevalna voda) 
20/20 100 19/20 95 
MP (50 mg/L) 20/20 100 18/20 90 
MP – Lj-izvir (50 mg/L) 20/20 100 20/20 100 
MP – Lj-mesto (50 mg/L) 20/20 100 20/20 100 
MP – ČN (50 mg/L) 20/20 100 19/20 95 
MP – IV (50 mg/L) 20/20 100 20/20 100 
MP (100 mg/L) 20/20 100 20/20 100 
MP – Lj-izvir (100 mg/L) 20/20 100 20/20 100 
MP – Lj-mesto (100 
mg/L) 
20/20 100 20/20 100 
MP – ČN (100 mg/L) 20/20 100 20/20 100 
MP – IV (100 mg/L) 20/20 100 20/20 100 
 
  
Slika 14: Deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v akutnih testih z MP po 48 h izpostavitvi. Vsak stolpec 
prikazuje deleţ preţivetja na osnovi 20 osebkov. Levi graf prikazuje deleţ preţivelih osebkov pri 
koncentraciji MP 50 mg/L in desni graf prikazuje deleţ preţivelih osebkov pri koncentraciji 100 mg/L. 
 
4.3.1.3 MP izluţki  
 
Podatki o preţivetju vodnih bolh so predstavljeni v preglednici 7 in sliki 15. Smrtnost 
osebkov v kontroli ni presegla 10 %, kar po standardu ISO 6341:1996 (1996) in 
navodilih OECD 202 (2004) velja kot dovoljena smrtnost za negativno kontrolo in je 
merilo za veljavnost testov. 
 
V nasprotju z akutnimi testi z vodnimi bolhami in MP so imeli testi z izluţki vpliv na 
preţivetje vodnih bolh. Smrtnost bolh po 24 h v nobenem vzorcu ni presegla 10 %. Po 
48 h je narasla, vendar načeloma ni presegla 50 %. Smrtnost je bila najvišja v izluţku iz 
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MP–Lj-izvir vzorca, s 37,5 % preţivetja. Sledil mu je vzorec izluţka iz MP, s 57,5 % 
preţivetja. Najmanjši vpliv je imel vzorec izluţka iz MP–Lj-mesto. 
 
Preglednica 7: Število in deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v akutnih testih z MP izluţki po 48 h 
izpostavitvi. 
Vzorec 24 h 48 h 
 Štev. preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih  
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Štev. preživelih 
/Štev. 
izpostavljenih  
Preživele 
vodne 
bolhe [%] 
Negativna kontrola 
(razredčevalna voda) 
40/40 100 39/40 97,5 
MP (100 mg/L) 40/40 100 23/40 57,5 
MP – Lj-izvir (100 
mg/L) 
40/40 100 15/40 37,5 
MP – Lj-mesto (100 
mg/L) 
39/40 97,5 30/40 75 
MP – ČN (100 mg/L) 40/40 100 29/40 72,5 
MP – IV (100 mg/L) 40/40 100 25/40 62,5 
 
 
Slika 15:Deleţ (%) preţivelih vodnih bolh v testih z MP izluţki po 48 h izpostavitvi. Poskus je bil narejen 
v dveh ponovitvah. Vsak stolpec prikazuje deleţ preţivetja na osnovi 40 osebkov pridobljenih iz kita. 
Prikazana je povprečna vrednost in standardna deviacija.  
 
 
4.3.2 Mala vodna leča (Lemna minor) 
 
Malo vodno lečo smo izpostavili MP delcem in gledali njihov vpliv na zaviranje rasti in 
dolţino korenin. Preglednica 8 in slika 16 prikazujeta vpliv MP delcev na rast korenin. 
Iz rezultatov in statistične analize smo ugotovili, da različni tipi MP delcev kot tudi 
različne koncentracije nimajo vpliva na rast korenin v primerjavi s kontrolnim vzorcem. 
Preverjali smo tudi vpliv na zaviranje rasti. Enako kot pri rasti korenin tudi tukaj nismo 
opazili signifikantnega vpliva MP delcev na malo vodno lečo. 
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Preglednica 8: Povprečna dolţina korenin in % zavrte rasti male vodne leče ob 7 dnevni izpostavitvi MP-
delcem. 
Vrsta MP Koncentracija Povprečna 
dolžina 
korenin [mm] 
Število listov  
[na čašo] 
Zaviranje 
rasti [%] 
Neg. kont. / 15,3 56 50 54 / 
MP 10 mg/L 14,76 61 58 51 1,04 
MP 100 mg/L 13,44 51 66 50 2,37 
MP – Lj-izvir 10 mg/L 17,9 54 60 46 4,68 
MP – Lj-izvir 100 mg/L 18,1 50 52 64 2,59 
MP – Lj-mesto 10 mg/L 16,7 64 63 67 -6,64 
MP – Lj-mesto 100 mg/L 18,4 69 55 51 -0,29 
MP – ČN 10 mg/L 13,1 57 52 56 -1,86 
MP – ČN 100 mg/L 14,3 51 49 51 3,41 
MP – IV 10 mg/L 13,1 50 48 51 4,21 
MP – IV 100 mg/L 18,5 59 51 50 0,10 
 
 
  
Slika 16: Povprečna dolţina najdaljše korenine [mm] posamezne vodne leče po 7 dnevnem izpostavljanju 
MP delcem. Leva slika prikazuje povprečno dolţino najdaljše korenine pri izpostavljeni koncentraciji MP 
delcev 10 mg/L in desna pri izpostavljeni koncentraciji 100 mg/L. Prikazana je povprečna vrednost in 
standardna deviacija. Izračuni so narejeni na osnovi 47– 50 osebkov. S statistično analizo v programski 
opremi IBM SPSS (Mann-Whitney U test) smo ugotovili, da se vzorci statistično signifikantno ne 
razlikujejo od kontrole. 
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Slika 17: Inhibicija rasti male vodne leče v primerjavi s kontrolo (%). Mala vodna leča je bila 
izpostavljena MP delcem 7 dni. Leva slika prikazuje inhibicijo rasti pri izpostavitvi 10 mg/L MP delcev, 
desna slika prikazuje inhibicijo rasti po izpostavitvi 100 mg/L MP delcev. Prikazana je povprečna 
vrednost (n=3). Inhibicija rasti je preračunana na osnovi formul 11 in 12 (razloţeno v poglavju 3.6.2.3). 
Črtkana črta prikazuje rast kontrolnih vzorcev (0 % inhibicija, 100 % rast), vrednosti nad 100 % 
pomenijo, da je bila rast v vzorcih večja kot v kontroli. S statistično analizo v programski opremi IBM 
SPSS (Mann-Whitney U test) smo ugotovili, da se vzorci statistično signifikantno ne razlikujejo od 
kontrole. 
 
 
4.3.3 Cebrica (Danio rerio) 
 
Slika 18 prikazuje primere anomalij zarodkov, ki smo jih v testih obravnavali kot 
nenormalen razvoj in posamezne osebke označili kot nerazvite, čeprav ni nujno, da 
posamezne deformacije vodijo v smrt zarodka. Ob zaznavi spodnjih deformacij in 
anomalij smo osebke označili za nenormalno razvite, čeprav po OECD 236 (2013) 
standardu v to kategorijo spadajo le koagulirani zarodki, zarodki, ki jim manjka srčni 
utrip in zarodki, pri katerih ni prišlo do odcepitve repa od rumenjakove vrečke. Slika A 
prikazuje koaguliran zarodek, slika B prikazuje popolnoma deformiran zarodek, slika C 
prikazuje poškodbe rumenjakove vrečke, slika D in F prikazujeta srčni edem, slika E 
prikazuje deformacije hrbtenice in nenormalen razvoj glave, slika F poleg srčnega 
edema prikazuje deformacije hrbtenice. 
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Slika 18: Vzorčni prikaz anomalij preučevanih zarodkov cebric pod stereo mikroskopom (Leica MZ 
FLIII, Germany, kamera: Leica DFC425 C, programska oprema: LAS V4.0). Slika A prikazuje 
koaguliran zarodek, slika B popolno deformacijo zarodka, slika C edem rumenjakove vrečke, slika D 
srčni edem, slika E deformacije hrbtenice in nerazvito glavo ter slika F edeme in deformacijo hrbtenice. 
Puščice na slikah označujejo posamezne anomalije. 
 
Podatki o razvoju rib cebric so grafično predstavljeni kot odstotki normalno razvitih 
osebkov na vzorec in koncentracijo. Po standardu ISO 15088 (2007) velja, da je test 
veljaven, če je smrtnost v negativni kontroli manj kot 10 % in če je smrtnost v pozitivni 
kontroli vsaj 10 %. 
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4.3.3.1 Vzorci vod 
 
Slika 19 prikazuje deleţ (%) normalno razvitih zarodkov rib cebric po 96 h izpostavitvi 
različnim vzorcem vod, uporabljenih v raziskavi. Rezultati kaţejo na zelo močen vpliv 
vzorca vode IV (100 % v/v), ki je ţe po 24 h izpostavitvi pokazal vplive na razvoj 
zarodkov rib cebric. Popolnoma vsi zarodki so namreč bili koagulirani. Vpliv na 
zarodke je imel tudi vzorec vode ČN, pri katerem smo opazili 40 % vpliv na zarodke, ki 
so bili deformirani ali koagulirani. Test bi za potrditev bilo potrebno ponoviti z 
različnimi koncentracijami vzorcev. 
 
 
Slika 19: Deleţ (%) normalno razvitih zarodkov rib cebric po 96 h izpostavitvi vzorcem vode. Posamezen 
stolpec prikazuje deleţ normalnega razvoja na osnovi 20 osebkov. 
 
4.3.3.2 MP 
 
Slika 20 prikazuje vpliv MP delcev na razvoj zarodkov cebric po 96 h izpostavitvi. 
Vidimo lahko, da MP delci niso imeli posebnega vpliva na razvoj zarodkov. V vzorcih 
MP–Lj-mesto in MP–ČN smo zabeleţili nekaj koaguliranih zarodkov (manj kot 10 %), 
ki so bili verjetno posledica izbire poškodovanih iker ţe pri nastavitvi poskusa. Po 48 h 
je v pozitivni kontroli ţe več kot 50 % zarodkov imelo anomalije ter kazalo znake napak 
v razvoju, kar je v skladu z ISO 15088 (2007). Po 72 h smo opazili zarodek z 
deformirano hrbtenico v vzorcu MP–IV. Nekaj zarodkov še ni bilo izleţenih, zato smo 
po 96 h pregledali, če so vsi zarodki izleţeni in če so normalno razviti. Vsi zarodki so 
bili izleţeni in normalno razviti. 
 
Ugotovili smo, da MP in MP inkubirana v različnih tipih vod ni imela vpliva na razvoj 
zarodkov. V skladu s standardom smo opazili vpliv pri pozitivni kontroli. 
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Slika 20: Deleţ (%) normalno razvitih zarodkov rib cebric po 96 h izpostavitvi vzorcem MP. Posamezen 
stolpec prikazuje deleţ normalno razvitih osebkov (izpostavljenih 20 osebkov). Test vključuje pozitivno 
in negativno kontrolo. 
 
 
4.3.3.3 MP izluţki  
 
Izluţke vzorcev MP, MP–Lj-izvir, MP–Lj-mesto, MP–ČN in MP–IV smo testirali v 
koncentracijah 100 mg/L, 10 mg/L in 1 mg/L (slika 21). Vidimo lahko, da MP izluţki 
niso imeli vpliva na razvoj zarodkov rib cebric, ne glede na tip in koncentracijo vzorca. 
Po 24 h izpostavitvi smo opazili razvoj anomalij pri zarodkih izpostavljenih pozitivni 
kontroli, kar je v skladu z ISO 15088 (2007). Zasledili smo tudi en koaguliran zarodek v 
vzorcu izluţka MP–IV (1 mg/L) (10 %) in popolnoma deformiran zarodek v vzorcu 
izluţka MP–ČN (100 mg/L), vendar je to zanemarljiv deleţ, ki znaša 10 %. Pri ostalih 
vzorcih nismo opazili nobenih posebnosti. Prav tako nismo zabeleţili nobenih anomalij 
v času do 96 h. 
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Slika 21: Deleţ (%) normalno razvitih zarodkov rib cebric po 96 h izpostavitvi vzorcem izluţkov iz MP. 
Posamezen stolpec prikazuje deleţ normalnega razvoja na osnovi 10 osebkov. Test vključuje pozitivno in 
negativno kontrolo. Zgoraj levo: prikazuje poskus s koncentracijo izluţkov 1 mg/L, zgoraj desno: 
prikazuje poskus s koncentracijo izluţkov 10 mg/L in spodaj levo: prikazuje poskus s koncentracijo 
izluţkov 100 mg/L. 
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5 RAZPRAVA 
 
V sklopu raziskave smo z analizami vod ovrednotili onesnaţenost naših vzorcev s 
preučevanimi snovmi (koncentracijo amonijevega, nitritnega in nitratnega dušika, 
fosfatov, klorida in celotne koncentracije organskega ogljika), ovrednotili smo tudi pH 
vrednost in število mikroorganizemskih kolonij. S poskusi smo ugotavljali vplive MP, 
MP inkubirane v različnih tipih vod in vplive MP izluţkov na mobilnost in preţivetje 
vodnih bolh (D. magna), na zaviranje rasti male vodne leče (L. minor) in dolţino njenih 
korenin ter na razvoj in preţivetje zarodkov rib cebric (D. rerio).  
 
5.1 LASTNOSTI VOD UPORABLJENIH V NALOGI 
 
5.1.1 Kemijske analize 
 
Dušik v različnih oblikah je pokazatelj onesnaţenja vod. Organski dušik se s pomočjo 
mikroorganizmov pretvarja v amonij in po nadaljnjih reakcijah v nitrit in nitrat (Ţgajnar 
Gotvajn in sod., 2017). Amonij odraţa organsko (sanitarno) onesnaţenje, nitrit odraţa 
vmesno stopnjo oksidacije ali organsko onesnaţenje. Povišane koncentracije nitrata pa v 
glavnem odraţajo posledice ekstenzivnega kmetijstva in spiranja gnojil. Amonij je 
prisoten v površinskih kot tudi talnih vodah. V površinskih vodah je pokazatelj 
organskega onesnaţenja (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). Največ dušika v obliki 
amonija je bilo v vzorcih odpadnih vod. Daleč največ ga je bilo v deponijski izcedni 
vodi iz komunalne deponije, IV, sledil je vzorec iz čistilne naprave, ČN. Na osnovi tega 
lahko sklepamo, da je vzorec IV sveţe onesnaţen, saj vsebuje velike količine 
amonijevega dušika. Sveţe onesnaţenje pa predstavlja večjo potencialno nevarnost za 
okuţbe. Tudi pri naših testih so organizmi ki so bili izpostavljeni vzorcu vode IV, 
dosegli 100 % smrtnost (slika 12 in 19, preglednica 4). Pretvorbi organskega dušika v 
amonij sledi oksidacija v nitrit. V vodi ga lahko najdemo kot posledico biološke 
razgradnje beljakovin, kar ponovno nakazuje na organsko onesnaţenje. V površinskih 
in talnih vodah ga je načeloma manj kot 0,03 mg/L (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). Iz 
preglednice 3 lahko vidimo, da je bila vsebnost nitritov v vzorcih iz odpadnih vod 
precej višja, tokrat predvsem v vzorcu ČN, iz čistilne naprave. Poleg tega je v vzorcu, 
Lj-mesto vsebnost nitritov enkrat presegla koncentracijo, ki je značilna za površinske in 
talne vode. Nitrat predstavlja najvišjo oksidirano stopnjo. V površinskih izvirih ga 
navadno najdemo v sledovih, njegova koncentracija v pitnih vodah je normalno pod 10 
mg/L. Povišane količine nitrata so v glavnem posledica izpiranja gnojil in kaţejo 
starejše onesnaţenje vod, ker ţe pride do pretvorbe organskega dušika do nitrata 
(Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). Iz preglednice 3 lahko vidimo, da je vsebnost nitratov 
najvišja v vzorcih odpadnih vod. Poleg tega lahko tudi vidimo, da je vsebnost nitratov v 
vzorcu vode Lj-izvir manjša od tistih v vzorcu vode Lj-mesto. Zaključujemo, da je v 
vzorcu Lj-izvir pri vseh treh vzorčenjih in meritvah najmanj dušikovih spojin in da jih 
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je največ v vzorcih odpadnih vod ČN in IV, kar nakazuje na to, da sta vzorca odpadnih 
vod najbolj onesnaţena z dušikovimi spojinami.  
 
Fosfor je v površinskih in odpadnih vodah v glavnem v obliki fosfatov. Fosfati pridejo v 
vode preko čistilnih sredstev, umetnih gnojil ali nastajajo pri bioloških procesih 
(Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). Iz rezultatov predstavljenih v preglednici 3 lahko 
vidimo, da je ponovno največ fosfatov prisotnih v vzorcih ČN in IV, kar nakazuje na 
višje onesnaţenje omenjenih vzorcev s fosfati. Klorid je pomemben za vrednotenje 
onesnaţenja površinskih in talnih vod (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). Iz preglednice 3 
lahko vidimo, da so koncentracije kloridov daleč najvišje pri vzorcu IV, sledi mu vzorec 
ČN. Koncentracije kloridov so pri vzorcu Lj-izvir in Lj-mesto veliko niţje. Za 
vrednotenje onesnaţenja vod uporabljamo tudi parameter celotnega organskega ogljika 
(TOC) (Ţgajnar Gotvajn in sod., 2017). S to metodo smo neposredno izmerili organsko 
onesnaţenje naših vzorcev. Iz rezultatov, ki jih prikazuje preglednica 3, lahko vidimo, 
da so vrednosti celotnega organskega ogljika daleč najvišje v vzorcu deponijske izcedne 
vode, IV, sledi mu vzorec vode iz čistilne naprave, ČN. Rezultati dokazujejo, da sta 
vzorca ČN in IV najbolj organsko onesnaţena. Tako kot pri ostalih meritvah je tudi 
število mikroorganizemskih kolonij najvišje v vzorcu IV in ČN, kar odraţa zgornje 
kemijske analize vzorcev vod.  
 
Na osnovi vseh analiz vod vidimo, da sta vzorca odpadnih vod ČN in IV najbolj 
onesnaţena. Sledi jima vzorec vode Lj-mesto, najmanj onesnaţen pa je vzorec Lj-izvir, 
kar je bilo tudi pričakovano. Ocena strupenosti je velikokrat narejena le na osnovi 
kemijskih analiz. Vse bolj pa je splošno sprejeto dejstvo, da podatki kemijskih analiz 
sami po sebi ne nudijo celostne ocene strupenosti na okolje in organizme (Clément in 
sod., 1996). V nadaljevanju raziskave smo strupenost vodnih vzorcev zato testirali tudi 
na izbranih organizmih, vodnih bolhah in zarodkih rib cebric. 
 
5.1.2 Vpliv na vodne organizme 
 
Rezultati kaţejo na izrazit vpliv vzorca deponijske izcedne vode, IV na preţivetje 
vodnih bolh in razvoj zarodkov cebric. Smrtnost vodnih bolh in vpliv na razvoj 
zarodkov rib cebric je bila 100 % ţe po 24 h izpostavitvi. Za razliko od vodnih bolh je 
imel močan vpliv na razvoj zarodkov rib cebric tudi vzorec vode ČN, kjer je bil deleţ 
osebkov z napakami v razvoju po 48 h ţe več kot 50 %. Vodne bolhe smo nadalje 
testirali na različne redčitve vzorca vode IV. Vidimo, da je smrtnost od 100 % do 25 % 
vzorca vode v/v  pri vodnih bolhah 100 %.  
 
Rezultate redčitev in testa z zarodki cebric nismo mogli vključiti v raziskavo, saj je bil 
deleţ anomalij v negativni kontroli previsok. Za potrditev naših sklepanj bi bilo test 
potrebno ponoviti in ponovno ovrednotiti vpliv na zarodke rib cebric. 
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Jemec Kokalj in sod. (2012) so proučevali vpliv akutnega izpostavljanja vodnih bolh in 
rib cebric na vzorce izcednih vod. Našli so visoko občutljivost preučevanih organizmov 
na vzorce izcednih vod. Letalne učinke na več kot 50 % populacije (LC50) pri cebricah 
so zasledili med 3 % in 25 % vzorci deponijske izcedne vode. Učinek na več kot 50 % 
populacije (EC50) pri vodnih bolhah so zasledili med 3,1 in 43,2 % vzorci deponijske 
izcedne vode.  
 
Izcedne vode iz odlagališč sestavlja kompleksna mešanica organskih in anorganskih 
snovi (Baun in sod., 2004; Jemec Kokalj in sod., 2012). Med njimi so tudi teţke kovine, 
organske komponente iz gospodinjstva ali industrijske kemikalije kot so aromatski 
ogljikovodiki, fenoli, klorirani alifati in pesticidi (Baun in sod., 2004; Jemec Kokalj in 
sod., 2012). Zaradi kompleksnosti sestave tovrstnih odpadnih vod je nemogoče določiti 
vzrok za njihovo strupenost. Pomembno vlogo ima tudi pH, saj je znano, da na 
strupenost izcednih vod vpliva tudi amonij (NH3), pH in kloridni ioni (Clément in 
Merlin, 1995; Jemec Kokalj in sod., 2012). V našem primeru je imel vzorec izcedne 
deponijske vode, IV visoko vsebnost amonija in klorida kot tudi bazičen pH, kar bi 
lahko ţe samo po sebi vplivalo na preţivetje vodnih bolh in razvoj cebric. Poleg 
opravljenih raziskav na vzorcih vod bi bilo zanimivo preveriti tudi vsebnost kovin in 
drugih onesnaţeval, ki bi potencialno lahko vplivala na preţivetje in razvoj preučevanih 
osebkov. 
 
5.2 VPLIV NEOBRAŠČENE MIKROPLASTIKE NA VODNE ORGANIZME 
 
Dolgo je veljalo prepričanje, da je plastika inerten material, ki nima vpliva na 
organizme, v zadnjih letih pa je mnogo študij ţe dokazalo, da ni tako (Karami in sod., 
2017). Obseg povezave med plastiko in kemikalijami iz industrijske pridelave plastike, 
ki se v organizmih nalagajo in nanje vplivajo, je slabo poznan (Rochman in sod., 2013). 
Ko plastika enkrat pride v organizem, ima potencial, da povzroči vrsto kvarnih učinkov, 
ki vključujejo smrt, zmanjšano prehranjevanje, zmanjšano rast in razvoj, motnje 
endokrinega sistema, oksidativni stres, vpliv na odpornost in nepravilno delovanje 
ţivčnih prenašalcev ter celo genotoksičnost (Lu in sod., 2016). V raziskavi smo v 
nadaljevanju spremljali vpliv MP delcev izoliranih iz čistilnega sredstva na izbrane 
vodne organizme. 
 
Vodne bolhe smo izpostavili dvema koncentracijama MP delcev 50 mg/L in 100 mg/L. 
V naši raziskavi sicer nismo preverjali, če vodne bolhe zauţijejo plastične delce, vendar 
je bilo zauţitje MP delcev potrjeno ţe v več predhodnih raziskavah (Imhof in sod., 
2017; Jemec Kokalj in sod., 2016, 2018; Rehse in sod., 2016). V raziskavi Jemec 
Kokalj in sod. (2016) so v prebavilu vodnih bolh našli PET vlakna dolga tudi do 1400 
µm, vendar so imela ta vlakna premer manjši od 70 µm. Prav tako so v raziskavi Jemec 
Kokalj in sod. (2018) dokazali, da vodne bolhe uţivajo MP delce povprečnega premera 
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od 22,8 µm ± 6,11 µm (SD) do 247,9 µm ± 123,6 µm (SD). Iz mikrografij plastičnih 
delcev in analiz velikosti lahko vidimo, da so delci v naših vzorcih padli v ta rang 
velikosti, zato predvidevamo, da so jih vodne bolhe tudi zauţile. 
 
Vpliv MP delcev na vodne bolhe po 48 h izpostavitve ni presegel 10 % negibljivosti 
oziroma smrtnosti osebkov. Vpliv na smrtnost osebkov se ni razlikoval med različnimi 
koncentracijami MP delcev. Enake rezultate so dobili tudi v raziskavi Rehse in sod. 
(2016), kjer so testirali vplive PE MP na preţivetje vodnih bolh. Plastika, ki so jo 
uporabili, je bila pridobljena iz tovarne, kjer ob njeni proizvodnji niso dodajali nobenih 
topil ali aditivov. Na gibljivost in preţivetje vodnih bolh so testirali dve velikosti MP 
delcev (1 µm in 100 µm). Po 48 h izpostavljanja niso zasledili vpliva na vodne bolhe. 
Povišano število mrtvih osebkov se je pokazalo šele po 72 h. V raziskavi Jemec Kokalj 
in sod. (2016) so testirali dva tipa rdečih tekstilnih PET MP delcev iz flisa. Uporabili so 
različne koncentracije (12,5 – 100 mg/L) in gledali vplive na preţivetje vodnih bolh. Za 
razliko od PE, ki je polimer nizke gostote, je PET polimer z višjo gostoto in za razliko 
od prvega ne plava na površju, ampak potone in je načeloma v tleh (Jemec Kokalj in 
sod., 2016; Rehse in sod., 2016). Poskus so naredili z dvema skupinama vodnih bolh 
izvaljenih iz kita (prvo so pred poskusom hranili 1,5 h z algami, druge niso hranili). 
Povišano smrtnost vodnih bolh so zasledili le v testih, kjer so izpostavili bolhe, ki jih 
predhodno niso hranili. Povprečna smrtnost je bila med 20 % in 40 %. Smrtnost pri 
bolhah, ki so jih predhodno hranili, je bila manjša od 10 %. Jemec Kokalj in sod. (2018) 
prav tako niso odkrili vpliva PE MP delcev izoliranih iz kozmetičnih produktov za 
čiščenje obraza v akutnih testih strupenosti z vodnimi bolhami. Preučevali so vpliv na 
velikost osebkov in njihovo preţivetje. Imhof in sod. (2017) so gledali vpliv mešanice 
MP delcev. Mešanica je vsebovala najpogostejše polimere, ki onesnaţujejo vodna 
okolja: poliamid, poliogljik, PET in PVC. MP delci so bili pridobljeni iz surovih delcev, 
ki so vsebovali najniţje moţne koncentracije aditivov, ki so potrebne za njihovo 
proizvodnjo. Povprečna velikost delcev je znašala 40 µm. V poskusih je poginilo manj 
kot 6 od 162 osebkov. Opazili pa so manjše spremembe v morfologiji osebkov druge 
generacije.  
 
Glede na to, da so v raziskavi Rehse in sod. (2016) dokazali vplive MP delcev po daljši 
izpostavitvi (72 h – 96 h) in da so Imhof in sod. (2017) vplive opazili šele v drugi 
generaciji, verjamemo, da bi bilo potrebno za boljše razumevanje vpliva MP delcev na 
vodne bolhe iz naših testov, opraviti poleg akutnih tudi kronične teste in preveriti vplive 
na vodne bolhe v daljšem časovnem obdobju ter vključiti preučevanje več generacij. Po 
drugi strani je vpliv na vodne bolhe po daljši izpostavljenosti ali po predhodnem 
stradanju lahko posledica drugih stresnih dejavnikov, ki jih vodne bolhe ob tem 
doţivljajo in so ob dodatnem stresu le bolj občutljive (Rehse in sod., 2016). 
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Malo vodno lečo smo izpostavili dvema koncentracijama MP delcev, 10 mg/L in 100 
mg/L. Po sedmih dneh izpostavljanja smo preverili vpliv na inhibicijo rasti s štetjem 
listov in vpliv na dolţino korenin. MP ni signifikantno vplivala na zaviranje rasti male 
vodne leče kot tudi ne na dolţino njenih korenin. 
 
Kalčíková in sod. (2017a) so preverjali vpliv dveh vrst PE MP, izluţene iz pripravkov 
za nego obraza, t.i. pilingov na dolţino korenin in inhibicijo rasti male vodne leče. 
Uporabili so tri koncentracije MP delcev, 10 mg/L, 50 mg/L in 100 mg/L. Po sedmih 
dneh izpostavitve ni noben od vzorcev in koncentacij signifikantno vplival na inhibicijo 
rasti. V vseh testnih vzorcih je bil vpliv manj kot 10 % v primerjavi z negativno 
kontrolo kar je v skladu z našimi rezultati. Prav tako niso zasledili zmanjšanja 
fotosintetskih pigmentov. Noben od testiranih vzorcev in koncentracij tudi ni vplival na 
število korenin, so pa v nasprotju z našimi dognanji zabeleţili signifikanten vpliv na 
dolţino korenin, ki je bila v testnih vzorcih manjša od kontrolne. Ta trend lahko 
opazimo tudi pri naših vzorcih, vendar razlika v dolţini korenin med kontrolnimi in 
testnimi vzorci ni signifikantno različna, zato bi za potrditev tovrstnih sklepanj bilo 
potrebno izvesti nadaljnje študije. 
 
Zarodki rib cebric so bili izpostavljeni PE MP delcem s koncentracijo 1 mg/mL. V času 
96 h izpostavitve so se beleţili vzorci normalnega razvoja na vsakih 24 h. V poskusu 
nismo zabeleţili vpliva MP delcev na razvoj zarodkov rib cebric, saj je bil vpliv pri 
vseh testnih vzorcih manj kot 10 %. 
 
Skladno z našimi rezultati so tudi Karami in sod. (2017) prišli do podobnih zaključkov. 
Testirali so vpliv LDPE MP na odziv različnih biomarkerjev pri larvah rib cebric. 
Uporabili so okoljsko relevantne koncentracije, 5, 50 in 500 µg/L plastičnih delcev. 
Rezultate so ovrednotili na 10. in 20. dan po izpostavitvi. MP delce so našli v prebavilu 
pri vseh treh izpostavljenih koncentracijah, kar nakazuje na zauţitje MP delcev. Niso 
zaznali sprememb v dolţini ali teţi osebkov. Poleg tega niso zasledili sprememb v 
histoški preiskavi škrg, jeter, moţganov, ledvic ali prebavnega trakta. Niso opazili 
vpliva na oksidativni stres, apoptozo ali ţivčnoprenašalne gene. Chen in sod. (2017) so 
preverjali vpliv polistirenske MP (45 µm) in nanoplastike (50 nm) na gibanje zarodkov 
rib cebric. Uporabili so koncentracijo 1 mg/L plastičnih delcev. Beleţili so vpliv na 
gibljivost zarodkov, anomalije kot je koagulacija zarodka, ločitev repa od rumenjakove 
vrečke in srčni utrip, merili so dolţino zarodkov, izraţanje antioksidantnih encimov, 
izraţanje genov, ki so znani in pomembni biomarkerji za razvoj ţivčevja in aktivnost 
encimov, kot  nevrotoksične biomarkerje. Ob izpostavitvi MP delcem niso zasledili 
sprememb v lokomociji zarodkov. V sklopu celotne raziskave so ugotovili, da MP delci 
sami po sebi nimajo vpliva na preučevane parametre, medtem ko jih nanoplastični delci 
imajo. Lu in sod. (2016) so v svoji raziskavi uporabili komerialno dostopne PS MP 
delce v treh velikostih (70 nm, 5 µm in 20 µm) ter gledali zauţitveni potencial in 
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strupenostni vpliv na jetra odraslih rib cebric. Po sedmih dneh so zaznali prisotnost MP 
delcev v škrgah, jetrih in prebavilu. V roku treh tednov so v jetrih zaznali vnetne odzive, 
nekrozo in kopičenje lipidnih kapljic v hepatocitah ter povišano aktivnost 
antioksidativnih encimov katalaze in superoksid dismutaze. 
 
Ribe imajo pomemben ekološki kot tudi komercialni pomen. So dobri indikatorji 
stresnih vplivov, saj so zelo občutljive vrste (Rochman in sod., 2013). Ţe večkrat je bilo 
dokazano, da MP delci lahko pri ribah in tudi drugih vodnih organizmih izzovejo 
različne vplive, kot je zmanjšano hranjenje, zavrta rast, oksidativne poškodbe in 
spremembe v vedenju (Chen in sod., 2017). Kljub temu pa je še vedno zelo malo znano 
o biološkem vplivu MP na ribe in vretenčarje (Karami in sod., 2017). V naši raziskavi 
nismo našli vpliva MP delcev na razvoj zarodkov rib cebric. Iz omenjenih raziskav 
lahko vidimo, da je dokazano, da imajo MP delci lahko izrazit vpliv na cebrice in ribe 
na sploh. Na splošno se ta vpliv meri na niţjih organizacijskih nivojih, v drugih stadijih 
in daljših časovnih intervalih. Poleg tega se primarni odzivi kompleksnejših organizmov 
na morfološkem nivoju pokaţejo kasneje kot pri bolj enostavnih. Za boljše razumevanje 
vpliva MP na vodne organizme predlagamo podrobnejšo analizo določenih 
biomarkerjev in kazalcev na niţjih organizacijskih nivojih. 
 
5.3 VPLIV OBRAŠČENE MIKROPLASTIKE NA VODNE ORGANIZME 
 
Dokazano je, da ima neţelene učinke na organizme ţe sama MP in njeno uţivanje. V 
okolju pa se nanjo lahko veţejo različne snovi kot tudi organizmi (Cole in sod., 2011). 
Poleg samostojnega vpliva MP na organizme imajo zato ti tudi velik vpliv ob interakciji 
z okoljem in z v njem raztopljenimi snovmi (Chen in sod., 2017; Karami in sod., 2017; 
Rochman in sod., 2013). Zauţitje MP delcev, na katerih so vezana onesnaţevala 
predstavljajo univerzalno pot za uvedbo najrazličnejših snovi v organizme in 
prehranjevalno verigo (Crawford in Quinn, 2017). Preučevanje vpliva MP delcev 
izpostavljenih različnim okoljem na posamezne organzme je prvi korak pri preučevanju 
vpliva obraščene MP na okolje. Ţe mnogo raziskav je dokazalo, da se najrazličnejši 
obstojni organski onesnaţevalci veţejo na MP delce v okolju kot tudi v laboratoriju 
(Crawford in Quinn, 2017). 
 
V raziskavi smo spremljali vpliv MP delcev izoliranih iz čistilnega sredstva, ki smo jih 
predhodno tri tedne inkubirali v različnih tipih vod. Vodne bolhe smo izpostavili dvema 
koncentracijama MP delcev 50 mg/L in 100 mg/L. Malo vodno lečo smo izpostavili 
dvema koncentracijama MP delcev, 10 mg/L in 100 mg/L. Zarodke rib cebric smo 
izpostavili MP delcem s koncentracijo 1 mg/mL.  
 
Tako kot pri čisti MP tudi pri MP inkubirani v različnih tipih vod nismo opazili 
signifikantnega vpliva na izbrane vodne organizme. Vpliv na organizme se ni razlikoval 
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med različnimi koncentracijami kot tudi ne med različnimi tipi MP delcev. Ob 
preučevanju MP delcev nismo opazili izrazite formacije biofilma, ki nastane ob 
razraščanju različnih mikroorganizmov na njeni površini. Kljub temu obstaja moţnost, 
da so se na njeno površino vezale kemikalije iz okolja, ki jih z mikrografijsko analizo ni 
bilo mogoče zaznati. Hidrofobni organski onesnaţevalci in tudi kovine imajo veliko 
afiniteto za vezavo na plastične delce (Imhof in sod., 2017; Teuten in sod., 2009). 
Primeri antropogenih onesnaţevalcev, ki se lahko veţejo na površino plastičnih delcev 
so alkilbenzeni, klorirani ogljikovodiki, policiklični aromatski ogljikovodiki in PCB-ji 
(Mato in sod., 2001; Teuten in sod., 2009). Po našem vedenju je v literaturi zelo malo 
podatkov o tem, kako obraščanje MP vpliva na njihovo potencialno strupenost za vodne 
organizme. 
 
Rochman in sod. (2013) so testirali bioakumulacijo obstojnih strupenih snovi in kovin 
(PBTs) na LDPE in vpliv na odrasle osebke ribe Japonske riţevke (Oryzias latipes) po 
kronični izpostavitvi. V poskusu so uporabili industrijski LDPE in LDPE, ki so jih gojili 
v vzorcih morja tri mesece pred izpostavitvijo. Uporabili so koncentracijo 8 ng/mL 
plastičnih delcev ter jih izpostavljali dva meseca. Med vzorci niso opazili visokega 
vpliva na smrtnost, ki je bila pri vseh vzorcih v času 2-mesečnega izpostavljanja manj 
kot 10 %. Ribe izpostavljene LDPE in LDPE iz morja so pokazale znake stresa. V jetrih 
se je zmanjšala količina glikogena in pojavila se je nekroza posameznih celic. Dokazali 
so, da MP delci v naravnem okolju adsorbirajo onesnaţevalce. Rezultati so pokazali, da 
je kronična izpostavitev MP delcem v naravi lahko pomembna pot izpostavljenosti 
PBT-jem. Chen in sod. (2017) so preverjali vpliv polistirenske MP (45 µm) in 
nanoplastike (50 nm) na gibanje zarodkov rib cebric. Uporabili so koncentracijo 1 mg/L 
plastičnih delcev. Poleg plastičnih delcev so gledali tudi vpliv ob sočasni izpostavitvi z 
endokrinim motilcem, 17α – etinilestradiolom (EE2). Uporabili so koncentracijo 2 µg/l 
in 20 µg/l EE2. Zarodke so izpostavljali 120 h. Ob sočasni izpostavitvi plastičnih delcev 
in endokrinega motilca so opazili zmanjšano gibljivost kot tudi zmanjšanje telesne 
dolţine osebkov. Poleg tega so opazili tudi spremembe v mehanizmih, ki se skrivajo 
pod morfološkimi spremembami. Zaznali so signifikantne spremembe na ravni genov in 
encimov, s čimer so dokazali, da plastični delci vplivajo na organizme na drugih 
organizacijskih nivojih in lahko predstavljajo nevarnost za vodne organizme.  
 
Izpostavljanje primarni plastiki, ki je industrijsko pridobljena, je zato mogoče preveč 
poenostavljeno in se močno razlikuje od adsorpcijskih razmer v naravnem okolju, kjer 
so plastični delci izpostavljeni tudi biotskim in abiotskim dejavnikom. Adsorpcija je 
tudi bolj močna na starani plastiki, ki preide različne vremenske razmere in oksidativne 
procese in s tem pridobi število potencialnih vezavnih mest, ob tem se tudi zviša njena 
permeabilnost in spremeni polarnost površine. Poleg tega v naravi nastanek biofilmov 
in kemijskih ovojev lahko poviša adsorpcijske lastnosti površine (Khan in sod., 2015). 
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Vzrok za to, da MP inkubirana v različnih tipih vod v naši raziskavi ni imela vpliva na 
izbrane vodne organizme, bi zato lahko pripisali tudi zgoraj omenjenim dejavnikom. 
 
5.4 VPLIV IZLUŢKOV MIKROPLASTIKE NA VODNE ORGANIZME 
 
Ob  izpostavitvi organizmov MP delcem je nemogoče določiti, do katere mere 
prispevajo strupenostni vpliv plastični delci in do katere mere raztopljene snovi. 
Testiranje brez delcev, torej z izluţki nam tako pomaga, da ločimo vpliv med delci in 
vpliv izločenih snovi (Potthoff in sod., 2017). Vodne bolhe in zarodke rib cebric smo 
izpostavili vzorcem izluţkov, ki smo jih pridobili iz koncentracije 100 mg/L (plastični 
delci/deionizirana voda). Rezultati so pokazali, da so imeli izluţki v nasprotju z MP 
delci vpliv na gibljivost in preţivetje vodnih bolh. Vpliv se je pojavil po 48 h 
izpostavitve pri vseh testnih vzorcih MP. 
 
V raziskavi Jemec Kokalj in sod. (2016) so ugotovili, da izluţki dveh različnih vrst MP 
delcev iz rdečega komercialnega tekstilnega PET niso imeli vpliva na preţivetje vodnih 
bolh. V nasprotju z njihovimi rezultati lahko pri naših vidimo vpliv izluţkov na vodne 
bolhe. Zanimivo je tudi, da je vpliv prisoten pri vseh vzorcih, tudi tistem, ki je bil 
ekstrahiran iz pilinga in ni bil inkubiran v nobenem vzorcu vode (MP). Zaradi tega 
dejstva predvidevamo, da so za organizme bile strupene spojine, ki se izluţujejo iz same 
plastike in smrtnost osebkov ni bila pogojena z biofilmom ali izluţevanjem kemikalij, ki 
so bile na MP vezane ob inkubaciji v vodi. V raziskavi so Lithner in sod. (2012) 
dokazali vpliv izluţkov iz HDPE v akutnih testih strupenosti z vodnimi bolhami. Etilen, 
ki gradi PE, ne velja za strupenega, zato predvidevamo, da je na strupenost plastičnih 
delcev vplival kakšen izmed dodanih aditivov pri njeni izdelavi. 
 
Iz naših rezultatov lahko vidimo, da se vpliv izluţenih snovi na bolhe pokaţe po 48 h. 
Vedeti je treba, da je bila plastika predhodno v deionizirani vodi inkubirana dodatnih 48 
h, da so se snovi potencialno izluţile. Če upoštevamo to dejstvo, predvidevamo, da bi 
bilo potrebno za strupenostne vplive MP delcev na vodne bolhe izvesti daljši test kot le 
48 h. Poleg tega bi bilo v nadaljnjih raziskavah smotrno analizirati kemijsko sestavo 
izluţkov in preveriti, kaj v njih bi lahko vplivalo na smrtnost vodnih bolh. 
 
V raziskavi smo poleg vpliva MP delcev na razvoj zarodkov rib cebric preverjali tudi 
vpliv izluţenih snovi. Zarodke smo izpostavili koncentracijam 100 mg/L, 10 mg/L in 1 
mg/L izluţkov. Iz rezultatov vidimo, da izluţene snovi prav tako niso imele vpliva na 
razvoj zarodkov rib cebric. Sklepamo, da je to posledica zaščite horiona, ki verjetno 
ščiti zarodke pred snovmi iz okolja. 
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5.5 ZAKLJUČEK 
 
Pred testi strupenosti z organizmi bi bilo pomembno testirati sestavo MP delcev, kar bi 
nam olajšalo uvid in razumevanje izvora vpliva na vodne organizme (Karami in sod., 
2017). Prav tako bi bilo zanimivo podrobneje analizirati sestavo vzorčnih vod in sestavo 
biofilma, ki se na plastiki razvije po inkubaciji. Razlike v vplivih na različne organizme 
v dobljenih rezultatih kaţejo tudi na vrstno specifične odzive na MP delce in ostale 
snovi, ki se nanje veţejo iz okolja, zato je tudi pomembno, da v raziskave vključimo 
čimveč vrst iz različnih trofičnih nivojev in ekoloških niš. Predvsem pa je pomembno, 
da v prihodnje v raziskave vključimo obseţnejše teste, ki bi pripomogli k učinkovitejši 
zakonodaji in upravljanju s plastiko in bi vključevali tudi razvoj materialov, ki so 
trajnostni in bolj varni za naravo in ljudi, saj je problematika s plastiko zelo velik 
okoljski problem, ki ga na ţalost večina ljudi še vedno ignorira (Rochman in sod., 
2013). 
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6 SKLEPI 
 
Pridobljeni rezultati iz raziskave so pokazali, da: 
 
- Je med izbranimi in preučevanimi tipi vod po analizi kemijskih substanc najbolj 
organsko onesnaţen vzorec deponijske izcedne vode (IV), sledi mu vzorec vode iz 
čistilne naprave (ČN), vzorec iz onesnaţene rečne vode (Lj-mesto) in vzorec iz čiste 
rečne vode (Lj-izvir). 
 
- Ugotovili smo, da vzorci vod iz reke Ljubljanice, Lj-izvir in Lj-mesto nimajo vpliva 
na preučevane vodne organizme, medtem ko ima vzorec iz deponijske izcedne vode 
izreden vpliv na preţivetje vodnih bolh in razvoj zarodkov rib cebric. Odpadna voda iz 
čistilne naprave, ČN je imela vpliv na razvoj zarodkov rib cebric. 
 
- Izolirana MP iz kozmetičnega pripravka po predvidevanjih ni imela vpliva na 
preţivetje vodnih bolh in na razvoj zarodkov rib cebric. V nasprotju s pričakovanji MP 
tudi ni imela vpliva na dolţino korenin in hitrost rasti male vodne leče.  
 
- MP, ki je bila izpostavljena različnim tipom vod, ni imela vpliva na preţivetje vodnih 
bolh, na razvoj zarodkov rib cebric, niti na dolţino korenin in na zaviranje rasti male 
vodne leče. Vpliv se tudi ni razlikoval med različnimi tipi in koncentracijami. Slednje 
ugotovitve niso v skladu z našimi sklepanji, v katerih smo predvidevali, da se bo vpliv 
med različnimi tipi vod in koncentracijami MP delcev razlikoval med seboj in med 
vplivi netretirane MP ter da bo ta vpliv višji pri vzorcih odpadnih vod, ČN in IV ter 
rečni vodi iz mesta. 
 
- V nasprotju z našimi predvidevanji izluţki pri nobeni uporabljeni koncentraciji niso 
imeli vpliva na razvoj zarodkov rib cebric. Izluţki so imeli izrazit vpliv na preţivetje 
vodnih bolh, ki pa se načeloma ni izrazito razlikoval med različnimi tipi. 
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7 POVZETEK 
 
Plastika je zaradi njene uporabe in obstojnosti v zadnjih letih postala velik okoljski 
problem. Raziskave vplivov plastičnih odpadkov na okolje so s preučevanjem 
mikroplastike (MP) in njenega vpliva na okolje dobile novo dimenzijo. MP delci 
izhajajo posredno iz fragmentacije večjih plastičnih delcev (sekundarna MP) ali 
neposredno iz uporabe MP delcev (primarna MP). MP je zaradi njene velikosti dostopna 
organizmom na vseh ravneh prehranjevalne verige, tudi planktonskim organizmom. 
Poleg neţelenih učinkov uţivanja same MP lahko pride do neţelenih učinkov tudi 
zaradi potencialnega izpiranja njenih strupenih sestavnih elementov, vezave različnih 
snovi in elementov iz okolja in njihovega izpiranja kot tudi naseljevanja organizmov na 
njeno površino (tvorba biofilmov).  
 
V sklopu magistrske naloge smo z namenom, da bi pridobili boljše razumevanje vpliva 
MP na izbrane vodne organizme, ţeleli ovrednotiti vpliv kozmetične PE MP na tri 
testne organizme: mala vodna leča (Lemna minor), vodna bolha (Daphnia magna) in 
cebrica (Danio rerio). Zanimalo nas je ali ima MP, ki je inkubirana v različnih tipih vod 
(čista rečna voda, onesnaţena rečna voda, voda iz čistilne naprave in deponijska izcedna 
voda), drugačen vpliv na organizme kot čista MP, pridobljena iz komercialnega 
produkta za čiščenje obraza (piling). Tukaj nas je zanimal vpliv potencialnega 
obraščanja in vezave snovi iz okolja na površino plastike ter če to signifikantno vpliva 
na preučevane parametre pri organizmih. Zanimalo nas je tudi, če se po 48 h inkubaciji 
MP vzorcev v deionizirani vodi vanjo iz delcev izluţijo kakšne snovi, ki bi lahko imele 
vpliv na preučevane organizme, torej, če imajo izluţki iz tretirane plastike vpliv na 
organizme. Poleg omenjenih smo preučevali tudi vpliv samih vzorcev vod na vodne 
bolhe in zarodke rib cebric. 
 
S tem namenom smo poskusne organizme izpostavili različnim koncentracijam MP 
delcev, njihovih izluţkov in tudi vzorcev vod v akutnih testih in gledali vpliv na 
mobilnost in preţivetje vodnih bolh, na razvoj zarodkov rib cebric ter hitrost rasti in 
dolţino korenin pri vodni leči.  
 
V kemijskih analizah vod smo ugotovili, da je po preučevanih parametrih najbolj 
onesnaţena deponijska izcedna voda (IV), sledi ji voda iz čistilne naprave (ČN), 
onesnaţena rečna voda (Lj-mesto) in izvirska rečna voda (Lj-izvir). Ob izpostavitvi 
vodnih bolh in zarodkov rib cebric smo visoko strupenost vzorca IV potrdili še z 
akutnimi strupenostnimi testi, kjer je bila smrtnost v vzorcih vod IV pri obeh izbranih 
organizmih 100 %. Ob analizi MP delcev ter MP delcev inkubiranih v različnih tipih 
izbranih vod smo ugotovili, da čisti PE MP delci kot tudi obraščeni MP delci nimajo 
vpliva na preučevane organizme in parametre. Poleg tega smo preučevali tudi vpliv 
izluţenih snovi iz MP delcev na gibljivost in preţivetje vodnih bolh ter na razvoj 
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zarodkov rib cebric. Ugotovili smo, da izluţki nimajo vpliva na izbrane parametre pri 
zarodkih rib cebric, imajo pa izrazit vpliv na mobilnost in preţivetje vodnih bolh. 
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